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【背景・目的】 
X 連鎖 α サラセミア精神遅滞症候群 (ATR-X 症候群) は ATRX 遺伝子の変
異により男性のみで発症し、重度の知的障がいと α サラセミア等を特徴とする
疾患である。ATRX 遺伝子は SWI/SNF 様のクロマチンリモデリングタンパク質
である  ATRX タンパク質をコードしており、ATRX は  plant homeodomain 
(PDH) である ATRX-DNMT3-DNMT3L (ADD) ドメインと ATPase 活性を有す
るヘリカーゼドメインという二つの特徴的な配列を有している。ATRX は様々
な遺伝子発現を調節している。α サラセミア病態に関しては ATRX タンパク質
が減少することで、ATRX が機能しないために α グロビンの発現量が減少する
ことが原因である。ATR-X 症候群患者ではこれら 2 つのドメインに変異が集中
しているが、ATRX タンパク質自体の機能に関してはいまだ不明な点が多く、
ATR-X 症候群の治療薬も存在しないのが現状である。 
樹状突起スパインは神経細胞における微小構造であり、スパイン形態はシナ
プス機能や可塑性に密接に関わっている。樹状突起スパインの形態や機能の異
常はアルツハイマー病や統合失調症、知的障がいを含む認知機能低下を起こす
精神疾患で報告されている。当研究室ではこれまで、Atrx 遺伝子のエクソン 2 
を欠損させたマウス (AtrxΔE2 マウス) において、認知機能障がいとスパイン形
成異常が起こること、そしてこのスパイン形態異常はヒト精神遅滞症候群で見
られるシナプス異常と類似していることを報告した。さらに、ATRX タンパク
質の減少がスパイン形成異常につながる１つのメカニズムについて明らかにし
た。 
一方、sigma-1 受容体は主に小胞体膜に局在する受容体であり、シャペロンタ
ンパク質として機能し、様々なタンパク質の機能や発現に関与している。例えば、
イノシトール-3-リン酸 (IP3) 受容体を介してミトコンドリアへのカルシウム輸
送を調節している。Sigma-1 受容体アゴニスト、SA4503 は脳保護薬として開発
されたがその神経保護作用のメカニズムは不明である。本研究では AtrxΔE2 マ
ウスのスパイン形成異常に対する SA4503 の改善作用を検討することで、その
神経薬理学的効果について追究することを目的とした。 
 
【方法】 
 雄性 WT マウス、AtrxΔE2 マウス (10 週齢) に sigma-1 受容体のアゴニスト
である SA4503 (1mg/kg/day) の慢性経口投与を 2 週間行った。行動試験 (Y 字
迷路試験、新規物体認識試験、Barnes 迷路試験) を行った後、断頭し脳組織を摘
出した。免疫ブロット法を用いて、シナプス関連タンパク質の発現量を測定した。
また、リアルタイム PCR で mRNA 量を測定した。グリア細胞を培養した後、
皮質ニューロンと共培養するという方法で初代神経細胞の培養を行った。発達
段階での培養神経細胞については 培養後 5 日目 (DIV 5)、成熟段階での培養神
経細胞については培養後 21 日目 (DIV 21) に細胞を固定し、免疫染色した後に
共焦点顕微鏡で観察した。次に、培養神経細胞に 48 時間、SA4503 (1μM) を処
置した (DIV 3-5, DIV 22-24)。スパイン形態の評価に関しては、ヘッドが小さく
ネックが長いフィロポディア様のスパインを未成熟スパインとして、ヘッドが
大きくネックが短いマッシュルーム様のスパインを成熟スパインとして解析し
た。 
 
【結果】  
AtrxΔE2 マウスの内側前頭前皮質 (mPFC) において BDNF のタンパク質レベ
ルが減少していた。一方、NMDA 受容体の発現量は変化しなかった。BDNF は
神経発達や軸索伸長に関わることがこれまで報告されている。野生型と AtrxΔE2 
マウスの大脳皮質培養神経細胞を比較すると、DIV 5 において、AtrxΔE2 マウス
由来の初代培養皮質ニューロンでは WT 由来ニューロンに比べ軸索の長さが
減少しており、未成熟スパインの数が有意に増加していた。また、DIV 21 にお
いても AtrxΔE2 マウス由来の初代培養皮質ニューロンでは WT 由来ニューロ
ンに比べ未成熟スパインの数が増加し、成熟スパインの数が減少するというス
パインの形態異常が起こっていた。これらの結果により、in vivo と同様に in 
vitro においても AtrxΔE2 マウスではスパインの形態異常が起こることを明らか
にした。つぎに、SA4503 (1μM) を 48 時間処置した後の、神経発達に対する影
響を検討した。DIV 5、DIV 21 で見られた神経軸索の異常、スパイン形態の異常
は SA4503 の処置で改善した (Figure. 1)。さらには、SA4503 の経口投与により 
AtrxΔE2 マウスで見られていた認知機能障がいが改善された。同時に、SA4503 の
投与により AtrxΔE2 マウスの mPFC で見られていた BDNF タンパク質量の減
少についても改善した。Sigma-1 受容体は小胞体からミトコンドリアへのカルシ
ウム輸送を調節していることが知られているが、AtrxΔE2 マウスではミトコンド
リア形態の異常は見られなかった。 
 
【考察】 
以上の結果を、図１に模式的に示した。本研究により、sigma-1 受容体のアゴ
ニストである SA4503 の処置が ATR-X 症候群で見られるスパインの形態異常
や認知機能障がいなどの症状を改善することを明らかにした。Sigma-1 受容体や 
BDNF はスパイン形態に関与していることが報告されている。例えば sigma-1 
受容体のノックダウンはラット海馬培養ニューロンにおいてスパインの形態異
常を引き起こし、BDNF の一塩基多型は認知機能障がいを引き起こす。今回の
結果から、sigma-1 受容体の活性化による BDNF の増加が AtrxΔE2 マウスで見
られるスパイン形態異常の回復につながったと考えられる。しかしながら ATR-
X 症候群と BDNF 低下との関係は不明であり、更なる研究が必要である。
SA4503 はすでに臨床試験が実施され、ヒトでの安全性が確認されている薬剤で
ある。本研究により ATR-X 症候群などの樹状突起スパイン形態異常を伴う知
的障がい対して、治療薬として有効である可能性が示された。 
 
図 1. SA4503 によるスパイン形態改善のメカニズム 
 
Figure 1. SA4503 の処置はスパインの形態異常を改善する 
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 X 連鎖 α サラセミア精神遅滞症候群 (ATR-X 症候群) は ATRX 遺伝子の変異により男
性のみで発症し、重度の知的障がいと α サラセミア等を特徴とする疾患である。ATRX 遺
伝子は SWI/SNF 様のクロマチンリモデリングタンパク質である ATRX タンパク質をコ
ードしている。これまでに ATRX 遺伝子のエクソン２を欠失させた遺伝子改変マウス（以
下 AtrxΔE2マウス）では学習障害が起こること、同時にスパイン形態異常が起こることが知
られている。一方、sigma-1 受容体は主に小胞体膜に局在する受容体であり、シャペロンタ
ンパク質として機能し、様々なタンパク質の機能発現に関与している。例えば、イノシト
ール-3-リン酸 (IP3) 受容体のシャペロンとして、IP3受容体の機能を亢進して、ミトコンド
リアへのカルシウム貯蔵を亢進させる。本研究では、sigma-1 受容体のアゴニスト（SA4503）
が AtrxΔE2 マウスで見られるスパイン形成異常を修復するかどうか培養神経細胞と AtrxΔE2
マウスで検討した。次に、SA4503 の慢性経口投与が AtrxΔE2マウスで見られる学習障害を
改善するか検討した。AtrxΔE2マウスの大脳皮質の初代培養神経細胞を SA4503（1µM）で 48
時間処理すると、 BDNF発現が上昇し、スパイン形態異常が改善された。さらに、SA4503
（1mg/kg/day）の慢性経口投与により AtrxΔE2 マウスで見られる内側前頭皮質のスパイン形
態異常が改善された。同時に、学習障害が改善された。SA4503 はすでに臨床試験が実施さ
れ、ヒトでの安全性が確認されている薬剤である。 
 以上、本研究では AtrxΔE2 マウスで見られる樹状突起スパイン形態異常が sigma-1受容体
アゴニスト SA4503 で改善されることを培養神経細胞と AtrxΔE2マウスで証明した。同時に
学習障害も改善されることを動物実験で明らかにした。本研究結果は精神遅滞に対する新
しい治療法として sigma-1受容体アゴニストの可能性を証明した点で大いに評価できる。 
 よって，本論文は博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
CYP2B6 遺伝子多型によるバリアント酵素の機能変化に関する研究 
 
生活習慣病治療薬学分野  渡邊 卓嗣 
 
医薬品の効果や副作用発現には著しい個人差が存在する。近年、その原因の一つとして、
医薬品反応性に影響を及ぼす分子の遺伝子多型が注目されている。特に、薬物代謝反応の
中心的な役割を担う Cytochrome P450 (P450) には、医薬品反応性に関与する遺伝子多型が数
多く報告されている。P450 の分子種の中でも、CYP2B6 遺伝子の多型性は、抗 HIV 薬をは
じめ多くの薬物代謝反応の個人差を引き起こすと考えられている。CYP2B6 遺伝子上には、
現在までに 37 種のバリアントアレルが同定されており、それらに由来する P450 タンパク
質の酵素機能変化や医薬品体内動態への影響について、in vivo 及び in vitro での研究が行わ
れてきた。しかしながら、CYP2B6 遺伝子多型に関する機能評価は、異なる基質薬物や組換
えタンパク質発現系を使用していることから、それぞれの研究グループ間で一貫した結果
が得られていない。また CYP2B6 の場合、その豊富な遺伝的多型性であるが故に低頻度遺
伝子多型解析は見過ごされ、機能変化未解明なバリアントも多く存在する一方で、高頻度
に検出されるものや民族集団特異的な遺伝子多型のみ解析が進んでいる状況にある。した
がって、CYP2B6 遺伝子多型の薬物代謝活性に及ぼす影響について、その明確な見解は乏し
く臨床医療に十分に応用されるには至っていない。 
最近、東北大学・東北メディカル・メガバンク機構における日本人集団 1,070 人を対象と
した大規模全ゲノム配列解析が実施された。公開された塩基配列データベースにおける
CYP2B6 の遺伝子多型情報から、これまでに報告されていないアミノ酸置換を伴う 7 種類の
遺伝子多型が抽出された。これらの遺伝子多型は、これまで日本人集団において低頻度で
あるが故に見落とされてきたタイプであり、酵素機能変化の程度も未解明である。CYP2B6
で代謝される医薬品の効果や副作用発現の予測精度を向上させるためには、このような日
本人集団に存在する低頻度遺伝子多型、いわゆるレアバリアントに由来する酵素タンパク
質の機能変化解明が極めて有益であると考えられる。 
CYP2B6 で代謝される医薬品に対し遺伝子多型を考慮した薬物療法を提供し臨床医療に
応用するためには、アレル特異的なバリアント酵素機能変化情報の蓄積と情報基盤構築が
必須である。また、CYP2B6 バリアントの機能変化について、一貫性のある比較・評価を行
うためには、同一実験系での網羅的な解析が必要と考えられる。本研究では、アミノ酸置
換を伴う 32 種類の CYP2B6 バリアントに加え、日本人集団で同定された 7 種類の新規
CYP2B6 遺伝子多型について、バリアントタンパク質の機能変化を網羅的に解析し、遺伝子
多型が薬物代謝活性に及ぼす影響を検討した。 
 
はじめに、in vitro 試験による CYP2B6 バリアント機能変化の解析系を構築した。野生型
CYP2B6の cDNA配列中にそれぞれの遺伝子多型を導入したバリアント発現プラスミドを作
製し、ヒト胎児腎臓由来 293FT 細胞中に各バリアント酵素を発現させた。CYP2B6 は、細
胞内で酵素活性のないアポ P450 と活性を有する酵素–補因子複合体ホロ P450、あるいはホ
ロ P450 の変性体である P420 として存在し、これらを含むタンパク質は抗 CYP2B6 抗体を
用いたウェスタンブロット法により定量した。また機能タンパク質であるホロ P450 含量は、
還元型一酸化炭素吸収 (CO) 差スペクトル測定法により定量を行い、酵素活性を補正した。 
酵素機能変化の評価に関しては、1) 抗 HIV 薬 Efavirenz (EFZ) を基質薬物として酵素反応
速度論的解析を行った。それぞれの濃度に調製した EFZ を各発現タンパク質と一定時間反
応させ、代謝物である 8-水酸化体を LC-MS/MS を用いて定量し、酵素反応速度論的パラメ
ータ (Km値、Vmax 値及び CLint値) を算出した。次に、2) in vitro 試験における CYP2B6 の酵
素活性プローブ薬である 7-ethoxy-4-trifluorometylcoumarin (7-ETC) を基質薬物として、EFZ
同様に酵素反応速度論的解析を行った。各 CYP2B6 バリアントの野生型に対する CLint比か
ら、EFZ と 7-ETC 代謝活性の変化に基質特異性が存在するか否かを評価した。さらに、3) 三
次元ドッキングシミュレーションモデル解析により、各 CYP2B6 バリアントのアミノ酸置
換に由来する酵素活性変化の分子メカニズム解明を試みた。 
 
1) EFZ を用いた CYP2B6 バリアントの酵素反応速度論的解析 
EFZ 代謝活性測定において、40 種類のバリアントのうち 15 種類で基質濃度最高点でも代
謝物生成は認められず、酵素活性が消失することが明らかとなった。また、その他野生型
を含む 25 種類のバリアントにおいて、それぞれの EFZ 濃度 8 点で代謝物を定量することが
でき、Michaelis-Menten の式に従う曲線
を描くことを確認し、酵素反応速度論
的パラメータを算出した (Fig. 1)。それ
らのうち、野生型と比較して、
CYP2B6.14 を含む 6 種類のバリアント
で CLint 値が有意に低下し、CYP2B6.6
を含む 6種類で CLint値が有意に上昇す
ることが明らかとなった。 
 
 
2) CYP2B6 バリアントの酵素機能変化に対する基質特異性評価 
EFZ 代謝活性測定において酵素活性の消失を認めた 15 種類のバリアントでは、7-ETC に
おいても基質濃度最高点で代謝物生成は認められず、酵素活性が消失する結果となった。
酵素反応速度論的パラメータが算出できた 24 種類のバリアント CYP2B6 において、7-ETC 
O-脱エチル化反応から得られた各バリアントの野生型に対する CLint比は、EFZ 8 位水酸化
反応におけるそれぞれの CLint比と高い相関を示す結果となった (Fig. 2)。 
 
 
 
3) CYP2B6 バリアントの三次元ドッキングシミュレーションモデル解析 
モデル解析おける野生型 CYP2B6 の立体構造を Fig. 3 に示した。ホロ P450 含量が定量下
限以下となり酵素活性が消失した 11 種類のバリアントの多くは、I ヘリックスや β1 シート
構造をはじめとするヘム近傍の立体構造において、アミノ酸置換または相互作用変化が生
じていることが明らかとなった。また、酵素活性が消失したその他 4 種類のバリアントで
は、G/H ループ構造の著しい変化や置換されたアミノ酸残基と EFZ との結合形成が認めら
れた。さらに、CLint値の有意な低下を認
めた CYP2B6.14 では、CYP2 ファミリー
で高度に保存されるC/Dループ上のアミ
ノ酸置換 (R140Q) による立体構造変化
が認められた。CLint値が有意に上昇した
6 種類のバリアントのうち CYP2B6.6 を
含む 4 種類においては、共通する 2 箇所
のアミノ酸置換 (Q172H 及び K262R) が
生じており、C/D 及び G/H ループ構造間
の強固な結合形成と触媒反応に重要な役
割を担うアミノ酸 (T302) 近傍での著し
い立体構造変化が認められた。 
 
 今回の解析により、野生型を含めた 40 種類の CYP2B6 バリアントのうち、15 種類で酵素
活性が消失することが明らかとなった。このうち 11 種類のバリアントではホロ P450 が定
量下限以下となりヘム近傍の立体構造変化が機能タンパク質の形成に影響を及ぼすものと
考えられた。また、その他 4 種類の酵素活性が消失したバリアントでは、G/H ループ構造変
化に伴うヘムへの電子伝達抑制や基質薬物との相互作用による代謝反応の阻害が活性消失
に起因するものと考察された。野生型と比較して CLint値の有意な低下を認めた 6 種類のバ
リアントでは、膜結合領域や高度に保存される配列にアミノ酸置換が生じ、ホロ P450 含量
 
 
の有意な低下や Km値の上昇を認めたことから、タンパク安定性の低下や基質親和性の低下
が関与しているものと考えられた。CLint 値の有意な上昇を認めた 6 種類のうち CYP2B6.6
を含む 4 種類のバリアントでは、共通する 2 箇所のアミノ酸置換に伴う立体構造の保持・
安定化により、電子伝達や基質薬物の CYP2B6 への触媒反応が促進され、酵素活性上昇に
繋がったものと考察された。しかしながら、CYP2B6.6 に関して、今回のような in vitro 解析
結果とこれまでの in vivo 試験結果には矛盾が生じており、肝臓における CYP2B6 タンパク
質発現量の低下が表現型に影響を及ぼすことが示唆されている。機能タンパク質自体の酵
素機能変化を明らかにした本研究結果に加え、今後は、遺伝子多型に由来するタンパク質
発現量の変化も詳細に解析する必要があると言える。 
 今回、40 種類の CYP2B6 バリアント酵素に対し網羅的な解析を行うことで、これまで未
解明であった酵素機能変化が生じるバリアントをはじめて明らかにした。さらに、日本人
集団において新たに同定された 7 種類のレアバリアントについても詳細な機能解析を行い、
3 種類のバリアントで酵素活性が消失し、3 種類で有意に低下することが明らかとなった。
EFZ 代謝活性において、酵素活性が消失あるいは有意に低下した遺伝子多型を有するヒト
では、EFZ の血中濃度上昇と、それに伴う中枢神経障害等の副作用発現リスクの増大や治
療中断に繋がる可能性が考えられた。また、それぞれの CYP2B6 バリアントについて、臨
床で多く使用される医薬品 EFZ と in vitro における CYP2B6 の酵素活性プローブ薬 7-ETC
における酵素活性変化の高い相関性から、今回の機能変化情報は様々な基質薬物に対する
酵素機能変化評価系の指標となり得るものと考えられた。さらに、3D ドッキングシミュレ
ーションモデル解析において酵素機能変化のメカニズム解明を試みたことで、今後新たに
報告される遺伝子多型に伴う活性変動予測が分子レベルで可能になると考えられた。 
 
 本研究の網羅的な解析が、酵素機能変化の一貫した評価・比較を可能とし、CYP2B6 遺伝
子多型の機能解析技術基盤構築に繋がるものと考えられる。今後、本研究の解析結果を加
えた CYP2B6 遺伝子多型の機能変化情報が蓄積され、遺伝子多型情報とリンクさせた情報基
盤が構築されることが期待される。これにより、CYP2B6 で代謝される医薬品による治療を
行うにあたり、遺伝子多型情報の把握が患者個々の医薬品反応性の違いを考慮した投与量
調節に繋がるものと考えられる。そして、本研究の機能変化情報や解析技術基盤が、治療
効果や副作用発現の予測精度を向上させた個別化薬物療法の臨床応用実現に大きく貢献す
ることが期待される。 
 
 
論文審査結果の要旨 
 
 
論文提出者：渡邊 卓嗣       論文審査委員（主査）：富岡 佳久 
 
論 文 題 目：CYP2B6 遺伝子多型によるバリアント酵素の機能変化に関する研究 
 
 医薬品の効果や副作用発現には著しい個人差が存在する。近年、その原因の一つとして、
医薬品反応性に影響を及ぼす分子の遺伝子多型が注目されている。特に、薬物代謝酵素
CYP2B6 遺伝子の多型性は、抗 HIV 薬をはじめ多くの薬物代謝反応の個人差を引き起こす
と考えられている。CYP2B6 遺伝子上には、現在までに 37 種のバリアントアレルが同定
されており、それらに由来する P450 タンパク質の酵素機能変化や医薬品体内動態への影
響について、in vivo 及び in vitro での研究が行われてきた。しかしながら、CYP2B6 遺伝
子多型に関する機能評価は、異なる基質薬物や組換えタンパク質発現系を使用しているこ
とから、それぞれの研究グループ間で一貫した結果が得られていない。 
最近、東北大学・東北メディカル・メガバンク機構における日本人集団 1,070 人を対象
とした大規模全ゲノム配列解析が実施された。公開された塩基配列データベースにおける
CYP2B6 の遺伝子多型情報から、これまでに報告されていないアミノ酸置換を伴う 7 種類
の遺伝子多型が抽出された。これらの遺伝子多型は、これまで日本人集団において低頻度
であるが故に見落とされてきたタイプであり、酵素機能変化の程度も未解明である。
CYP2B6 で代謝される医薬品の効果や副作用発現の予測精度を向上させるためには、この
ような日本人集団に存在する低頻度遺伝子多型、いわゆるレアバリアントに由来する酵素
タンパク質の機能変化解明が極めて有益であると考えられる。本研究では、アミノ酸置換
を伴う 32 種類の CYP2B6 バリアントに加え、日本人集団で同定された 7 種類の新規
CYP2B6 遺伝子多型について、バリアントタンパク質の機能変化を網羅的に解析し、遺伝
子多型が薬物代謝活性に及ぼす影響を検討した。 
その結果、40 種類の CYP2B6 バリアント酵素に対し網羅的な解析を行うことで、これ
まで未解明であった酵素機能変化が生じるバリアントをはじめて明らかにした。さらに、
日本人集団において新たに同定された 7 種類のレアバリアントについても詳細な機能解析
を行い、3 種類のバリアントで酵素活性が消失し、3 種類で有意に低下することが明らかと
なった。EFZ 代謝活性において、酵素活性が消失あるいは有意に低下した遺伝子多型を有
するヒトでは、EFZ の血中濃度上昇と、それに伴う中枢神経障害等の副作用発現リスクの
増大や治療中断に繋がる可能性が考えられた。 
 よって、本論文は博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
Protective effects of ATX-LPA-LPA5 signaling through enhancing IL-10 in 
sepsis 
（敗血症における ATX-LPA-LPA5軸による IL-10 産生機構の解明） 
分子細胞生物学分野    王 嬌 
Background and Aim  
Sepsis, which is defined as a life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host 
response to infection, is a leading cause of death wordwide. Infection is the triggering event of 
sepsis. The host immune system is activated by the invading pathogen and remains aberrant 
even if the treatment of infection is successful. Pathogenesis of sepsis involves many different 
components of host response, involving both excessive inflammation and immune 
suppression, and a failure of homeostasis. Many efforts have been made to identify 
therapeutic targets for the treatment of sepsis and regulating inflammatory responses has 
been the main strategy for sepsis therapy. TNF, the pivotal mediator of sepsis, its monoclonal 
antibody could completely prevent the lethality of sepsis in animal models, however, in sepsis 
patients, the effect is modest and there is variability between studies, new therapies are still 
urgently needed. Targeting bioactive lipid mediators is one of the strategies. 
Lysophospholipids (LPLs) are bioactive molecules possess a large polar or charged head and 
a single hydrophobic carbon chain, mostly acting through receptors. The increasing of LPLs 
has already been reported in various inflammatory models. Lysophosphatidic choline (LPC), 
its therapeutic effects in experimental sepsis has been demonstrated, however, the underlying 
mechanism remains unclear since it was proposed that LPC can prevent and treat sepsis by 
its receptor G2A, but actually there is no evidence that LPC activate G2A as a receptor binding 
ligand. We therefore wondered whether there is any other mechanism for explaining the 
therapeutic effects of LPC or not. However, the function of endogenous LPLs in inflammation 
has not been cleared yet.  
 
 
 
 
 
 
Figure 1. LPA and LPA receptors  
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Lysophosphatidic acid (LPA), one of the simplest lysophospholipids mediating diverse 
biological functions mainly by activating its six GPCRs (LPA1-LPA6), is mainly synthesized 
through hydrolyzing LPC by a secreted enzyme autotaxin (ATX). LPA has various 
physiological and pathological functions including embryo implantation, hair follicle formation, 
angiogenesis, bone and neural development (Fig.1). Protection of LPA against inflammation in 
vivo has also been proved in many animal models. In this study, we investigated the role of 
locally produced LPA in experimental sepsis.  
 
Results and Discussion  
Firstly, we tried to improve the 
performance of LC-MS/MS to detect 
LPLs, which have extremely low 
amounts. With the narrow-core column 
and column-switching technique, we 
increased the sensitivity to LPLs. For 
example, to sphingosine-1-phosphate 
(S1P), a 20 times lower detection limit          Figure 2. Increased LPLs in CLP mice 
than the previously reported value was reached (Mass Spectrom (Tokyo), accepted). With the 
highly sensitive LC-MS/MS system, we detected the increasing of various LPLs, including S1P, 
lysophosphatidylcholine (LPC) and LPA in the peritoneal cavity of CLP-induced sepsis mice 
(Fig. 2). We also observed that intraperitoneally injected LPA provided protection against CLP- 
or lipopolysaccharide (LPS)-induced sepsis lethality. Importantly, the inhibitor of autotaxin 
(ATX, LPA-producing enzyme) (ONO-8430506) administration increased mortality in 
CLP-induced sepsis and canceled the protection provided by LPC (Fig. 3). Next, for further 
understanding the mechanism of LPA in anti-inflammation, the effects of LPA on cytokines 
levels were examined. Among several cytokines we measured, LPA dramatically enhanced 
the prototypical anti-inflammatory cytokine IL-10 production in plasma of LPS-induced sepsis 
mice. ATX inhibitor also reduced IL-10 level in peritoneal fluid of CLP-subjected mice. Mouse 
IL-10 recombinant administration rescued the ATX inhibitor-increased sepsis lethality (Fig. 4). 
These data demonstrated the protective effect of ATX-LPA-IL-10 signaling in CLP sepsis.  
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Figure 3. Abrogated protective 
effects of LPC in CLP-induced 
sepsis by ATX inhibitor. 
 
 
 
 
Figure 4. Rescue of the higher 
mortality in ATX inhibitor treated 
CLP mice by IL-10 recombinant 
protein. 
 
In order to identify the type of cell that involved in LPA-induced IL-10 production, peritoneal 
cavity cells were harvested and sorted by FACS. Peritoneal macrophage (F4/80+), rather than 
B cells (CD19+) or T cells (CD3+), responded to LPS and LPA co-stimulation in vitro, 
expressing higher IL-10 at both mRNA and protein level. Macrophage depletion in vivo by 
clodronate liposomes also abrogated LPS-induced LPA-enhanced IL-10 production. So we 
proposed that peritoneal macrophage is the possible responsible cell. In order to identify the 
involved LPA receptor, the expression of six LPA receptors in F4/80+ cells was judged by 
RT-PCR, and Lpar1,2,5,6 were mainly expressed. LPA analogue (T19) with a potent agonistic 
activity to LPA5 enhanced IL-10 both in vivo and in vitro. Consistent with this observation, 
LPA-induced IL-10 enhancement were attenuated by LPA5 antagonist (TC LPA5 4) and 
canceled in peritoneal cells from LPA5 KO mice rather than LPA receptor 1 or 2 or 6 single KO 
mice. So we concluded that LPA5 is responsible for LPA-induced IL-10 production in peritoneal 
macrophage. 
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Conclusion  
We have demonstrated the protective effects of ATX dependently produced endogenous LPA 
through the anti-inflammatory cytokine IL-10 in experimental sepsis.	The precise mechanism 
for the phenomenon observed in vivo was investigated in more detail. Peritoneal macrophage, 
rather than other cell populations in mice peritoneal cavity, was identified as the target cell by 
both using the isolated pure macrophage in vitro and macrophage depletion in vivo. LPA5 
receptor, which expressed in peritoneal macrophage, was the involved receptor for 
LPA-enhanced IL-10 production as confirmed with LPA5 knockout mice, LPA5 receptor agonist 
and antagonist. It functioned through enhancing IL-10 induction from peritoneal macrophage 
mediated by LPA5 receptor. (Fig. 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5. Proposed model for LPA-provided protection against sepsis through ATX-LPA5-IL-10 axis. LPA is 
produced in the ATX-dependent manner in the peritoneal cavity when sepsis occurred. LPA5 activation in peritoneal 
macrophage synergistically with PAMPs reinforces IL-10 production and protects against sepsis-induced lethality.   
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論 文 審 査 結 果 の 要 旨 
 
論文提出者：王 嬌         論文審査委員（主査）：松沢 厚 
  
論 文 題 目 ： Protective effects of ATX-LPA-LPA5 signaling through 
enhancing IL-10 in sepsis 
（敗血症における ATX-LPA-LPA5軸による IL-10 産生機構の解明） 
 
 敗血症は、感染に対する宿主生体反応の調節不全で、生命を脅かす障害です。炎症反応
の調節は、敗血症治療のための主な戦略です。リゾリン脂質（LPL）は、極性頭部と疎水
性炭素鎖を有し、主に受容体を介して作用する生理活性分子である。LPL の増加はすでに
様々な炎症モデルで報告されている。しかし、炎症における内因性 LPL の機能はまだ明ら
かにされていません。本研究では、敗血症における最も単純な LPL の 1 つである、リゾホ
スファチジン酸（LPA）の役割を調べた。 
 第 1 章では、マウス敗血症モデルにおける LPA の役割を調べた。まず、極少量の LPL
を検出するために LC-MS/MS の性能を向上させようとしました。ナローコアカラムおよび
カラムスイッチング技術を用いて、LPL に対する感度を高めた。例えば、スフィンゴシン
-1-リン酸（S1P）については、以前に報告された値よりも 20 倍低い検出限界に達した。
高感度 LC-MS / MS システムを用いて、CLP 誘発敗血症マウスの腹腔内に S1P、リゾホスフ
ァチジルコリン（LPC）および LPA を含む様々な LPL の増加を検出した。また、腹腔内注
射された LPA が CLP またはリポ多糖（LPS）誘発敗血症致死性に対して抵抗性を示した。
さらに、オートタキシン（ATX、LPA 産生酵素）阻害剤の投与は、CLP 誘発敗血症における
死亡率を増加させた。次に、LPA の抗炎症メカニズムをさらに理解するために、サイトカ
インレベルを調べた。測定したいくつかのサイトカインの中で、LPA は敗血症マウスの抗
炎症性サイトカイン IL-10 産生を劇的に増強した。ATX 阻害剤はまた、CLP マウスの腹内
IL-10 レベルを減少させた。マウス IL-10 リコンビナントタンパク質の投与は、ATX 阻害
剤によって増加した敗血症致死率をレスキューした。これらのデータから、ATX-LPA-IL-10
シグナルは敗血症の保護することが示唆された。 
 第 2 章では、LPA により誘発された IL-10 のメカニズムをさらに詳しく調べた。LPA 誘
導性 IL-10 産生に関与する細胞の種類を同定するために、腹腔細胞を採取し、FACS によ
ってソーティングした。B 細胞またはＴ細胞より腹腔マクロファージが in vitro で LPS
および LPA 共刺激により、mRNA およびタンパク質レベルの両方でより高い IL-10 を発現
した。クロドロネートリポソームによる in vivo でのマクロファージ除去によって、LPA
による IL-10 産生の促進がキャンセルされた。関与する LPA 受容体を同定するために、
F4/80+細胞における 6 つの LPA 受容体の発現を RT-PCR 解析で調べた結果、Lpar1、2、5、
6が発現していた。LPA1、LPA2、LPA5、LPA6それぞれのシングル KO マウスをテストした結
果、LPA5 KO マウス由来の腹腔細胞では LPA の IL-10 促進効果が消失した。 LPA5に対して
強力なアゴニスト活性を有する LPA 類似体（T19）も、IL-10 産生を促進した。このこと
から、LPA-LPA5が腹腔マクロファージにおける IL-10 産生を促進する機能を有することが
明らかとなった。 
 本研究は、敗血症に対する LPA の保護効果の新しいメカニズムを解明し、敗血症の新し
い治療法として LPA5 を標的とする可能性を提案した。よって，本論文は博士（薬科学）
の学位論文として合格と認める。 
 
博士論文要旨 
 
ランタニドトリフラートを触媒とする 2,3-エポキシアルコール類の位置選択的開環反
応の開発と応用 
合成制御化学分野 
B６YD1010 中村 大地 
背景・目的 
光学活性エポキシアルコールは，アルケニルアルコールの不斉エポキシ化により容易に調製可能
であり，その位置選択的な開環反応によって生成物が複数の連続した不斉中心を有する生成物を
与えることから，医薬品等の精密有機合成に有用な反応として注目を集めている．1985年 Sharpless
らは，Lewis 酸として Ti(OiPr)4を用いることで 2,3-エポキシアルコールのアルコリシスが C3 位選
択的に進行することを報告した (Scheme 1).1) Sharpless らの報告を皮切りに，位置選択的なエポキ
シアルコールの開環反応の開発が現在まで精力的に行われるようになったが，報告例の多くは化
学量論量以上の酸を要するものであった．また，Sharpless らの手法では，後処理の際に化学量論
量のチタン由来の副生物が生じ，その除去が煩雑になるという欠点を有している．2014 年，山本
らは2,3-エポキシアルコールの開環反応に触媒量のタングステン触媒を用いることでC3位選択的
にアミノリシスやアルコリシスが進行することを報告した.2) 山本らの反応は，アミノリシスは高
収率で進行するという特徴を有している，しかしアルコリシスは中程度の収率に留まっており，
満足できる結果を与えていなかった (Scheme 1)． 
 
 
Scheme 1: Sharpless ら及び山本らの報告例 
 
   当研究室では，2,3-エポキシアルコールのアルコール，アミン，チオールによる開環反応が，
20 mol%の Eu(OTf) 3/DTBMP 存在下，3 位選択的に進行することを見出した(Scheme 2) 3) この条件
は，既存の手法では化学量論量以上要していた酸の量を触媒量まで低減することに成功し，特に
アルコリシスにおいて高収率かつ高い位置選択性で 3 位付加体を与える．しかし，高価な Eu(OTf) 
3を 20 mol%用いるため，実用上，触媒量の更なる低減が望まれる．また，前任者の検討において，
これまでランタニドと反応性のおよび位置選択性の相関について検討しておらず，その反応性の
違いに関しては未知であった．そこで著者は，より反応性に優れたランタニド金属を見出すこと
ができれば触媒量低減の達成も可能なのではないかと考え，ランタニド金属のスクリーニングを
行った．その結果，溶媒量の求核剤を用いた際は La(OTf)3 が,求核剤を溶媒量に減じた際はが
Sm(OTf)3や Gd(OTf)3が良い選択性で 3 位付加体を与えるという傾向を見出した．また著者は，触
媒量の低減について検討し，1mol%まで低減しても高収率かつ高い位置選択性で 3 位付加体を得
ることに成功した．著者は本手法の生物活性物質合成での有用性を実証すべく，クオラムセンシ
ングのアゴニストとなる 生物活性物質である(S)-C4-プロポキシ-HDP (5)の合成に本手法を適用し，
合成研究を行なった． 
 
Scheme 2: 当研究室での先行研究 
 
第 1 章: 触媒量低減を志向したランタニド金属に関するスクリーニング． 
  2,3-エポキシアルコールにおいて，アリルアルコールを溶媒量および 10 当量，10 mol%の 2,6-ジ
-t-ブチル-4-メチルピリジン (DTBMP) 存在下，各種 Ln(OTf)3 (10 mol%) の触媒活性について比較
検討を行った．その結果，溶媒量のアリルアルコールを用いた系では La(OTf)3 (Table 1, entry 3)，
化学量論量のアルコールでは Gd(OTf)3 (Table 1, entry 4)が良い位置選択性で与え，用いる求核剤の
量により最適なランタニドが異なる傾向が示唆された．そこで，Table 1 に示す種々の基質と求核
剤の組み合わせで検討を実施した結果，2,3-エポキシアルコール基質では溶媒量のアルコールを用
いた系では La(OTf)3 (Table 1, entry 3)，化学量論量のアルコールの系では Sm(OTf)3や Gd(OTf)3が
良い選択性で 3 位付加体を与えるという結果が得られ，前述した傾向について一般性が示された． 
  
Table 1: ランタニドトリフラートのスクリーニング結果 
 
 
同様に，3,4-エポキシアルコールを基質として検討を実施した結果，求核剤の量によらず
Eu(OTf)3が最適触媒であるという結果が得られた(Table 1, entry 6, 7)． 
上述の 2,3-エポキシアルコールのアルコリシスの機構に関して，Ln3+と 2,3-エポキシアルコー
ルは球対称イオンとの静電相互作用に基づいて配位し，キレーションサイトと Ln3+のサイズが丁
度良く合致する際に効率的に活性化と考察し，求核剤の量による最適触媒の差異に関しては溶媒
量の求核剤を用いた場合は単量体の Ln(OTf)3が，求核剤を化学量論量に減じた際は 2 量体または
オリゴマーの Ln(OTf)3が反応を触媒するためと考察した (Scheme 3)． 
 
Scheme 3: 反応機構に関する考察 
  
 
第 2 章: (S)-C4-プロポキシ-HDP の合成 
第１章で開発したランタニドトリフラートを触媒とするアルコリシス反応の合成化学的有用
性を実証するべく，本反応を鍵工程とした C4-プロポキシ-HDP (5)の合成研究を実施した(Scheme 
4)．文献既知であるアリルアルコール 1 を Sharpless 不斉エポキシ化に付すことで，エポキシアル
コール anti-2 を収率 42%で得た．この anti-2 に対し，光延反応を行い，収率 95%で syn-エポキシ
エステルを得た後，メタノリシスによりエステル部を除去して syn-エポキシアルコール syn-2 を収
率 91%，光学純度 95% ee で得た．syn-2 に対し，溶媒量 (0.2M)のプロパン-1-オールを，それぞれ
5 mol%の La(OTf)3/DTBMP 触媒下，60°C 加熱下アルコリシス反応に付し，反応開始から 24 時間
で，アルコリシス成績体 anti-143 を単離収率 95%， 光学純度 95% ee で得た．得られたジオール
syn-3 を，当研究室で見出された有機触媒 AZADOL と NaNO2を用いる条件 4) に付し，酸化反応を
行なった結果，AZADOL を 15 mol%，NaNO2を 10 mol%用いることで，C5-ベンジルオキシ-C4-
プロポキシ-DPD (142) を単離収率 74%，光学純度 >95% ee で得た．その後，脱ベンジル化により
C4-プロポキシ-HDP (5) の生成を確認した． 
 
 
Scheme 4: (S)-C4-プロポキシ-HDP(5)の合成 
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論 文 題 目：ランタニドトリフラートを触媒とする 2,3-エポキシアルコール類の位置選択
的開環反応の開発と応用 
 
創薬シードとして自然界から見出される生物活性化合物には複数の極性官能基が密に配置し
た構造を有するものが多数存在する。それ故、当該構造の効率的な構築を可能とする手法の開
発は創薬化学における重要課題と位置付けられる。 
2,3-エポキシアルコール類は、天然キラルプールおよびアリルアルコール類の高エナンチオ
選択的不斉エポキシ化反応より容易に入手可能なキラルビルディングブロックとして精密有機
合成において重用されている。特に酸性条件下でのエポキシドの位置選択的開環反応は、連続
した不斉炭素-ヘテロ原子結合を構築する直截的な方法論として汎用されているが、既存の方法
の多くは基質と等モル量以上の酸を必要とするため、基質適用性と操作性に本質的な問題を残
していた。 
本論文の著者は、最近見出された触媒量のEu(OTf)3とDTBMPを用いる2,3-エポキシアルコール
の位置選択的アルコリシス反応に潜在する合成化学的機能性に着目して、本反応におけるラン
タニド金属とアルコリシスにおける反応性および位置選択性との相関解明と触媒量の低減を目
的として本研究に取り組んでいる。その結果、エポキシアルコールのアルコリシスにおいては
求核剤として用いるアルコールの当量に依存して最適なランタノイド触媒が異なることを見出
している。すなわち、2,3-エポキシアルコールのアルコリシスにおいては、溶媒量の求核剤を
用いた場合はLa(OTf)3 が、化学量論量の求核剤を用いた場合はSm(OTf)3、Eu(OTf)3、Gd(OTf)3
が良好な収率および位置選択性で3位付加体を与える一方、3,4-エポキシアルコールにおいては、
求核剤の量による最適触媒に差異はなく、4位付加体を優先して与えることを明らかにしている。
上述した知見を踏まえ、著者はランタニドトリフラートを触媒とする2,3-エポキシアルコール
のアルコリシスの位置選択性の発現について、球対称ランタニドイオンとエポキシアルコール
基質の量論と静電相互作用に基づく機構を提唱している。さらに著者は、触媒反応条件を精査
し、1 mol%という低触媒量で、良好な収率で2,3-エポキシアルコールのC3 位選択的アルコリシ
ス反応を実現している。 
次いで著者は、先に確立したランタノイドトリフラートを触媒とするアルコリシス反応の合
成化学的有用性を実証するべく、本反応を鍵工程として、細菌類の遺伝子発現を亢進するクオ
ラムセンシングアゴニスト：C4-プロポキシ-HDP の合成研究を実施している。その結果、市販
化合物から Sharpless 不斉エポキシ化を経て 3 工程でキラルエポキシアルコールを調製し、この
ものを基質とした La(OTf)3 触媒下での n-プロパノールによる高 C3 位選択的アルコリシス反応
を実現し、続く 4 工程の変換を経て C4-プロポキシ-HDP の合成に成功している。 
以上、本論文は、隣接した極性官能基を有する生物活性化合物の合成に重要な知見を与える
ものであり、薬科学の発展に貢献すると期待される。 
よって、本論文は博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
論文内容要旨 
プロスタグランジン細胞外放出トランスポーターを標的とする 
新規治療戦略の基盤構築に関する研究 
病態分子薬学分野 田中 伸明 
 
 プロスタグランジン（PG）は、アラキドン酸（AA）など炭素数 20の多価不飽和脂肪酸か
ら生合成される脂質メディエーターの一つである。PG は多様な疾患に関与することが知ら
れており、例えば、PG合成の律速酵素であるシクロオキシゲナーゼ（COX）のノックアウト
マウスを用いた検討から、COX-1は AA誘発性炎症、COX-2はカラゲニン誘発性炎症に関与
することが報告されている。そのため、COX の阻害薬である非ステロイド性抗炎症薬
（NSAIDs）は抗炎症薬・鎮痛薬として使用されている。また、受容体のノックアウトによる
表現型解析も既に行われており、PGD2 の受容体である Chemoattractant receptor-homologous 
molecule on Th2 cells（CRTH2）は、アレルギー性炎症が生じた部位への Th2細胞の遊走や Th2
サイトカインの産生に関わることが明らかとなっている。一方でアレルギー性炎症時には
PGE2が EP3 を介してアレルギー反応を抑制することも知られている。このことから、PGD2
と PGE2の両者を低下させる NSAIDsは有効でなく、CRTH2選択的阻害薬がアレルギー性疾
患に対する治療薬として使用されている。さらに、近年は COXの下流に存在する各種 PGの
合成酵素も標的とされた創薬研究が進められている。PGE2合成酵素である mPGES-1をノッ
クアウトした場合、PGI2 の生合成量が減少せず（PGI2 代謝物排泄量が野生型と比較し 60 %
増加）、血圧や血栓形成に影響を及ぼさなかったと報告されている。また、mPGES-1 ノック
アウトマウスでは中枢性感作が抑制されたことから、mPGES-1阻害薬が NSAIDsより安全性
の高い鎮痛薬になると期待されている。これらの背景から、PGの合成や作用発現に関与する
タンパク質を標的とすることで、疾患治療に有用な薬物の創生が期待される。 
 PGは細胞内で生合成された後、近傍細胞膜上に発現する受容体に結合するために、細胞外
へ放出されることが必須である。このことから、PGの細胞外放出過程も疾患治療のための標
的となりうると考えた。これまで、ATP-binding cassette transporter C4（ABCC4）が PGの細胞
外放出に寄与することが示されてきた。しかしながら、ABCC4を標的としたときの効果を予
測するには、情報が限られている。そこで本研究では、まず ABCC4 を標的とすることの妥
当性を評価するために、PGの動態における ABCC4の役割について、次の 2点を明らかにす
ることが必要と考えた。 
●ABCC4が PG細胞外放出トランスポーターとして機能している細胞種：PGは疾患の発症
や進行だけでなく生理機能の調節にも寄与することから、疾患に関与する PG の作用を選択
的に抑制することが副作用発現の抑制に必要となる。このことから、ABCC4が機能する細胞
種を明らかにすることで、特定の細胞からの PG放出を抑制できる可能性があるかについて、
評価できる。 
●ABCC4を介した細胞外放出の PG選択性：PG細胞外放出トランスポーターを抑制するこ
とにより、その効果が NSAIDs に類似するか、下流の合成酵素の阻害薬に類似するのかを明
らかにできれば、どの疾患に対して有用となるかを評価できる。 
前者を明らかにするために複数の細胞株を評価する必要があり、しかもそれぞれが異なる
PG生合成量を示す可能性が高い。多くの細胞株に対応するために、高感度な分析を必要とし
た。また後者は、AAを出発物質とする 2-series PGと、エイコサペンタエン酸を出発物質と
する 3-series PGの細胞外放出における ABCC4の寄与を同時に評価することで解明できると
考えた。このことから、2-series PGと 3-series PGを網羅的に測定できる手法が必要となった。
さらに、細胞外量とは分けて細胞内量を測定する手法があれば、細胞内濃度と速度論パラメ
ーターの関係性からトランスポーターを介した細胞外放出における PG 選択性を評価できる
と推察した。以上の条件を全て網羅する分析法は報告されていなかったことから、液体クロ
マトグラフィー－タンデム質量分析法による 2-series PG（PGE2、PGD2、PGF2α、TXB2、6-keto 
PGF1α）と 3-series PG（PGE3、PGD3、PGF3α、TXB3、Δ17-6-keto PGF1α）の細胞外・細胞内量測
定法を構築した。 
続いて、ABCC4 が PG 細胞外
放出トランスポーターとして機
能している細胞種を明らかにす
べく、PG の中で ABCC4 に対し
高い親和性を示す輸送基質であ
った PGD2に着目し（表 1）、由来
組織の異なる培養細胞を用いて
PGD2細胞外放出におけるABCC4の寄与を調べた。ヒト小脳髄芽細胞由来TE671細胞のPGD2
細胞外量は、ABCC4選択的阻害薬 CeefourinTM 1（10 μM）で減少しなかった。TE671細胞で
表 1 ABCC4を介した輸送の速度論パラメーター 
機能する PGD2 合成酵素であるリポカリン型
PGD 合成酵素が小胞体内に発現することか
ら、エキソサイトーシスの寄与が大きい可能
性を考えた。エキソサイトーシス阻害薬 Exo1
（100 μM）で前処理することにより PGD2細
胞外量は 65 %有意に減少したことから、
TE671 細胞では PGD2の細胞外放出において
ABCC4 ではなくエキソサイトーシスが寄与
することを明らかにした。この結果から、別の PGD2合成酵素であり細胞質中に局在する造
血器型 PGD合成酵素を発現する細胞において、ABCC4が PGD2細胞外放出に寄与すると推
測した。そこで、ヒト肥満細胞由来 HMC-1細胞を用いた結果、PGD2細胞外量は CeefourinTM 
1、ABCC4 siRNAの導入によりそれぞれ 53 %、56 - 70 %有意に減少した（図 1）。肥満細胞か
らの PGD2 放出は抗原刺激により亢進することから、次にラット好塩基球性白血病細胞株
RBL-2H3細胞を用いて、抗原刺激後の PGD2放出における ABCC4の寄与を調べた。その結
果、2.5 μM CeefourinTM 1存在条件下で細胞外 PGD2量は約 30 %減少した。以上より、ABCC4
は肥満細胞において PGD2細胞外放出トランスポーターとして寄与することを示した。 
次に ABCC4 を介した細胞外放出の PG 選択性を
明らかにするために、ABCC4の輸送基質であり、2-
series PGより低親和性であることが判明したPGE3、
PGF3αに着目した（表 1）。これらの PG はヒト肺腺
癌由来 A549 細胞において、PGE2、PGF2αとともに
細胞外量・細胞内量のどちらも測定可能であったこ
とから、検討に適すると判断した。 
PGE2と PGE3の推定細胞内濃度はそれぞれ 3.8、
4.4 μM と、ABCC4 による輸送の Kmを上回る数値であった。このことから、ABCC4 を介し
た細胞外放出において PGE2と PGE3が競合し、より親和性の高い PGE2が優先的に輸送され
ると推測した。ABCC4阻害薬としてMK571（50 μM）を使用した結果、細胞外 PGE2/PGE3比
は 3.4 から 2.7 へと有意に減少したことから（図 2A）、PGE2が優先的に輸送されていること
が考えられた。一方、PGF2α と PGF3α の推定細胞内濃度はそれぞれ 0.48、0.53 μM であり、
ABCC4を介した輸送の Kmの 1/10以下であった。そのため、細胞外 PGF2α/PGF3α比はMK571
図 1 ABCC4 抑制による HMC-1 細胞外
PGD2量の変化 
図 2 A549 細胞の PG細胞外量比に
対するABCC4阻害薬の影響 
で変化しなかった（図 2B）。このことから、PG の細胞内濃度が ABCC4 による輸送の Kmを
下回る場合、親和性の違いは PG輸送の選択性に影響しないことが示唆された。 
これまでの検討で PGの細胞外放出において ABCC4の寄与は部分的であり、ABCC4阻害
薬によっても最大約 50 %しか PG 細胞外量の減少が認められなかった。ABCC4 を標的とし
た薬剤は効果不十分となることが懸念されたことから、ABCC4とは別の PG細胞外放出トラ
ンスポーターの探索を試みた。PGE2産生細胞である A549細胞から膜小胞を作製し、PGE2輸
送に関与する駆動力を調べた結果、H+勾配が PGE2 輸送の駆動力となる可能性を見出した。
また、A549 細胞内 pH を 7.7 から 6.9 へ低下させた条件で pH7.4 の緩衝液を添加し、H+勾配
を形成することで PGE2細胞外放出量は 3.6倍に増加した。以上の結果から、H+勾配を駆動力
とするトランスポーターが PGE2細胞外放出に関与することが示唆された。 
 A549細胞膜小胞を用いてH+勾
配依存的 PGE2輸送速度の濃度依
存性を検討したところ、PGE2 500 
μM で飽和しなかった（図 3A）。
このことから、SLC16ファミリー
に属するトランスポーターの関
与を考慮し、その輸送基質となり
うるモノカルボン酸による PGE2
輸送の阻害を調べた。種々のモノカルボン酸（10 mM）共存条件下で PGE2輸送実験を行った
結果、アセチルサリチル酸、サリチル酸、p-ニトロ安息香酸が 62 - 70 %有意に PGE2輸送を
抑制した（図 3B）。以上から、PGE2 の細胞外放出に関与する H+勾配依存性トランスポータ
ーは、PGE2に対する親和性が低く、芳香族モノカルボン酸で阻害される可能性を示した。 
本研究の結果から、ABCC4を標的とすることにより、PG細胞外放出トランスポーターと
して ABCC4が機能している細胞に対して選択的に、NSAIDsのように幅広い PGの作用を抑
制できることが示唆された。また、新たに見出した H+勾配依存性輸送を標的とすることで、
例えばがん細胞からの PGE2放出を選択的に抑制し、PGE2によるがん増殖促進作用やがん免
疫抑制作用を抑制できることが期待される。今後 ABCC4 と同様に機能評価を行い、H+勾配
依存性 PG 細胞外放出トランスポーターの役割を解明することで、治療標的となりうるか評
価できると考える。以上から、本研究の成果は PG 細胞外放出トランスポーターを標的とす
る治療戦略の立案のための情報収集基盤になると期待される。 
図 3 H+勾配依存性PGE2輸送の特性解析 
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論 文 題 目： プロスタグランジン細胞外放出トランスポーターを標的とする 
新規治療戦略の基盤構築に関する研究 
 
 プロスタグランジン（PG）類の一連の生合成や代謝反応は古くから創薬標的とされ、PG
合成の律速酵素であるシクロオキシゲナーゼ（COX）阻害薬は抗炎症薬・鎮痛薬として汎
用される。しかしながら、COX 阻害は PGD2 だけでなく PGE2 を低下させるため、アレル
ギー性炎症の抑制効果が減弱することから、現在では PGD2 受容体がアレルギー性疾患の
選択的治療薬としてよく用いられる。近年では各種疾患に対し、COX の下流の各種 PG 合
成酵素を標的とし、細胞内 PG 量を選択的に制御する治療薬の開発が試みられている。一
方、細胞内で合成された PG はいったん細胞外に放出された後に、近傍の細胞膜上の受容
体に結合し作用を発揮することから、PG の細胞外排出過程も創薬標的となり得る。こうし
た背景から、PG の細胞外排出過程に関与するトランスポーターについて、各種 PG 類を分
子種ごとに高感度分析可能な LC/ESI-MS/MS を用いて機能解析した。 
 まず、PG の細胞外放出への寄与が報告されている ATP-binding cassette transporter C4
（ABCC4）が機能する細胞腫を明らかにするために、これに高親和性を示す PGD2 を用い
て阻害物質の効果を調べた。ヒト小脳随芽細胞由来 TE671 細胞の PGD2 細胞外量が、ABCC4
選択的阻害物質である CeefourinTM 1 で減少せず、エキソサイトーシスの寄与が大きいこと
が示唆された。一方、ヒト肥満細胞由来 HMC-1 細胞を用いたところ、PGD2 細胞外量は
CeefourinTM 1 および ABCC4 siRNA の導入のいずれにおいても有意に減少し、PGD2 放出は
抗原刺激により亢進した。さらに、ラット好塩基球性白血病細胞株 RBL-2H3 細胞でも PGD2
放出が CeefourinTM 1 で抑制されたことから、ABCC4 は肥満細胞で PGD2 の細胞外放出トラ
ンスポーターとして機能することが判明した。次に、ヒト肺腺癌由来 A549 細胞を用いて、
ABCC4 阻害物質である MK571 共存下の PGE2、PGE3、PGF2α、PGF3α の細胞内外量を比較
した。PGE2 および PGE3 の推定細胞内濃度は ABCC4 による輸送の Kmより高く、両者は競
合し、より親和性の高い PGE2 が優先的に輸送されることが判明した。一方、PGF2α と PGF3α
の推定細胞内濃度は Kmより低く、MK571 添加で両者の細胞外量比は変化しなかった。以
上の結果から、PG の細胞外放出における ABCC4 の寄与は部分的であり、その阻害薬を見
出しても十分な効果が得られないことが示唆された。そこで、さらなる PG 細胞外放出ト
ランスポーターを探索するため、A549 細胞から膜小胞を作成し、PGE2 輸送に関与する駆
動力を調べたところ、H+勾配を駆動力とするトランスポーターの関与が示唆された。SLC16
ファミリートランスポーターの関与が考えられたため、基質となり得るモノカルボン酸に
よる阻害効果を調べたところ、芳香族カルボン酸により阻害されることが判った。 
 以上、ABCC4 の調節により、幅広く PG 作用を抑制できるうえ、新たに見出した H+勾配
依存性輸送過程が PGE2 放出を選択的に抑制する創薬標的となり得ることが判明したこと
から、本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
 
 
副作用自発報告データベース及び医療情報データベースを用いた、デノスマブ
による低カルシウム血症に関する、発症例の検出及び行政施策の影響評価 
医薬品評価学分野 竹山 麻由 
 
第 1 章：序論 
医薬品は安全性を評価するために、まず非臨床試験および臨床試験が行われ、
さらに承認された後も市販後調査が行われている。臨床試験では、被験者の数、
年齢層、病状、投与期間、併用薬などが限られているため、比較的稀な副作用
を把握するのは困難である。このような副作用は、様々な病態や長期間の投与
なども対象とした評価を行うことのできる、市販後の調査により把握し評価す
ることが可能となる。 
国際共同治験における日本人症例数の減少などにより、市販後における医薬
品の迅速な安全対策がますます重要となっており、新規医薬品の販売後に、有
効性・安全性を迅速かつ科学的に評価する方法の確立とその有用性の検証が必
要とされている。近年、迅速で副作用頻度の解析が可能な医療情報データベー
スを、医薬品安全性監視（PV）に用いることが求められている。より効果的な
PV の実現のため、薬物による副作用リスクの早期検出に加え、講じられた行政
施策の効果を的確に評価し、その後の対策に反映することが重要でなる。 
抗 RANKL モノクロナール抗体であるデノスマブ（DEN）は、骨病変の新機
序治療薬として日本では 2012 年 4 月に認可されたが、販売直後より重篤な低カ
ルシウム血症発症が問題となり、販売 5 ヶ月後には安全性速報が発出された。
しかし、その施策の効果に対する十分な評価はなされていない。安全性速報は、
この 10 年間で 10 種が発出されており、最も重要な安全対策措置の一つである。 
本研究では，DEN の低カルシウム血症に対する行政施策（安全性速報発出）
を対象として、まず、副作用報告データベースでシグナル解析を行い、その結
果を、検査値を用いた解析も可能である医療情報データベースを用いて検証し
た。これにより、行政施策の医療現場における効果の評価・考察を行い、各デ
ータベースの安全対策への利活用性について実証することを目的とし、さらに
今後のあるべき行政施策について考察した。 
 
第 2 章：副作用報告データベース (JADER) を用いた行政施策の影響評価 
日本では、医薬品により生じたと考えられる副作用の症例は、製薬会社や各
医療機関を介して独立行政法人医薬品医療機器総合機構（PMDA）に報告され
ている。 PMDA では、これを集計の上、オンライン上で副作用報告データベー
ス Japanese Adverse Drug Event Report database（JADER）として公開して
おり、データのダウンロードが可能である。本章では、JADER を用いて、DEN
製品（ランマーク）を対象に、低カルシウム血症に対する安全性速報の影響に
 
 
ついて評価することを目的とした。比較対照として、同効薬のゾレドロン酸
（ZOL）による低カルシウム血症への影響及び、顎骨壊死（ONJ）への影響に
ついても解析し、総合的に行政施策の効果を評価考察した。 
 
解析方法 
JADER を用いて、2012 年 4 月から 2014 年 9 月までに報告されたデータを使
用し、（ⅰ）施策前（Pre: 2012 年 4 月-9 月）、（ⅱ）施策後 1 年間（Post1: 2012
年 10 月-2013 年 9 月）及び（ⅲ）施策後 1-2 年間（Post2: 2013 年 10 月-2014 年 9
月）の 3 期間に分け、各副作用のシグナルの推移を基に評価した。 
低カルシウム血症、ONJ のシグナル検出は、Reporting Odds Radio（ROR）
法を用い、各期間の ROR を、年齢層、性別で調整し、Pre から Post 1 及び Post2
への推移を医薬品及び副作用ごとに比較した。 
 
結果 
DEN による低カルシウム血症は、施策後の特に Post2 において、オッズ比が
有意に減少していることが明らかとなった。 
また、比較対照として同効薬 ZOL の低カルシウム血症への影響も解析した結
果、ZOL の低カルシウム血症シグナルは、DEN の施策後にわずかに増加したの
みで、Post1 や 2 で有意な変動はなく、DEN とは異なる傾向を示していること
が確認された。さらに、施策対象外の ONJ の報告への影響についても対照とし
て比較したが、DEN、ZOL ともにいずれも一定の方向への変化は認められなか
った(Takeyama et al. 2016)。 
 
第 3 章：医療情報データベース（DB）を用いた低カルシウム血症例の検出アル
ゴリズム構築及びリスク要因の解析 
第 1 項：低カルシウム血症の検出アルゴリズム構築とリスク要因解析 
近年は、医療分野における IT 化が加速し、医療情報 DB 等を用いた安全性評
価・対策への活用が各国にて進められている。本邦においても、平成 30 年 4 月
より、10 拠点 23 病院が参加し、症例として 400 万人規模の MID-NET（Medical 
Information Database Network）の本格運用が開始し、リアルワールドデータ
を用いた薬剤疫学的研究が可能となった。MID-NET を安全対策に有効活用する
上では、高精度な副作用検出アルゴリズムの構築や、副作用のリスク要因同定、
行政施策の影響評価等の利活用性について検証することが重要である。 
本項の解析は、MID-NET 構成病院の医療情報 DB を用いて、DEN による低
カルシウム血症に対する行政施策（安全性速報）の影響評価の検証を行うに先
立ち、DEN による薬剤性低カルシウム血症の発症を精度良く検出するためのア
ルゴリズムを構築することを目的とし、また副次的な解析として、DEN による
 
 
低カルシウム血症発症のリスク要因の同定も行った。 
 
解析方法 
浜松医大の医療情報 DB より対象患者の傷病名、薬剤処方状況および臨床生
化学検査値のデータを抽出した。対象者として、2012 年 4 月 1 日から 2016 年
6 月 30 日までの期間に、DEN を新規処方された患者 201 名を抽出した。本研
究では、DEN による薬剤性低カルシウム血症発症患者の抽出が必要であり、他
の要因による非薬剤性低カルシウム血症発症患者は、除外する必要がある。そ
こで、DEN 処方前（180 日間）に（1）低 Ca 血症既往歴が有る者、（2）カルシ
ウム製剤が処方されている者、（3）副甲状腺機能低下症と診断された者、（4）
慢性腎不全と診断された者、（5）eGFR<30 mL/min/1.73m2 であった者、の項
目のうち 1 つでも満たした患者 37 名を除外した。 
本研究において低カルシウム血症とは、血清カルシウム値が 8.5mg/dL 未満の
状態とした。今回解析に用いた血清カルシウム値は、血清総カルシウム値であ
るため、低アルブミン血症の場合には下記補正式を用いて補正した。 
補正 Ca 値（mg/dL）=血清 Ca 値（mg/dL）+4－血清アルブミン値（g/dL） 
 
結果 
DEN による低カルシウム血症を精度良く検出するアルゴリズムとして、血清
カルシウム値の低下（<8.5mg/dL）と発症時期を薬剤処方後 90 日以内に限定す
る条件を加えることにより、専門医による確定診断の結果と 88%一致した。さ
らに、ロジスティック回帰分析にて低 Ca 血症のリスク要因として、処方前血清
ALP 高値（≧356IU/L）を同定した(Imatoh, Sai, Takeyama, et al. in press)。 
 
第 2 項：行政施策の影響評価 
医療情報 DB に対し、前項にて構築した低カルシウム血症検出アルゴリズム
を適用して、DEN の低カルシウム血症に対する行政施策（安全性速報）の医療
現場における影響を、同効薬である ZOL を比較対照薬として評価し、JADER
の結果を検証することを目的とした。 
 
解析方法 
浜松医大、東大、香川大、九大の医療情報 DB を利用し、前項のアルゴリズ
ムを適用して、対象薬全処方者に対するカルシウム製剤同時投与割合、血清カ
ルシウム値検査実施割合、低カルシウム血症発症割合を評価指標とした。
JADER の解析同様（ⅰ）施策前（Pre: 2012 年 4 月-9 月）、（ⅱ）施策後 1 年
間（Post1: 2012 年 10 月-2013 年 9 月） 及び（ⅲ）施策後 1-2 年間（Post2: 2013
年 10 月-2014 年 9 月）の 3 期間分け、Pre に対する Post1 及び Post2 の各評価
 
 
指標のオッズ比を薬剤間で比較した。また、Difference In Difference（DID）
法による比較対照薬（ZOL）との差を考慮した解析も行った。 
 
結果 
Pre 対する Post1及び Post2のオッズ比を DEN と ZOLで比較した結果、ZOL
処方者においては何れの評価指標も有意な変化は見られなかったが、DEN 処方
者においては、カルシウム製剤同時処方者割合が施策後に増大し、Post2 で有意
に増加していることが明らかとなった。対照薬（ZOL）における変動を勘案し
うる DID 法による解析においても、DEN 処方者のカルシウム製剤同時処方者
割合が、Post1より増加し、Post2にかけて有意に増加していることが示された。 
 
第 4 章：総括 
JADER 及び医療情報 DB を用いた行政施策の評価により、DEN による低 Ca
血症予防のための施策が医療現場で反映されていたことが示唆された。JADER
及び医療情報 DB のいずれも、Post1 から変化の傾向が見られたが Post2 で有意
となった。これは Post1 の時期に低カルシウム血症の治療・予防を目的とした
カルシウム製剤の販売が開始されたため、対応が取りやすくなり、上記の変化
に繋がった可能性が考えられる。 
安全性速報は発出後 1 ヶ月以内に全医療施設に伝達されることから、施策の
迅速な反映には、医療現場において取りうる具体的で容易な対応方法の提示な
ど、対応環境の整備まで製薬会社や行政が示すことが重要と考えられる。 
一方、安全性速報発出前に添付文書の改訂が行われていたにも関わらず、死
亡例が報告された。本研究では、添付文章の改訂時点では、カルシウム製剤同
時処方者数の割合は増加傾向にあるものの有意ではなかった。今後は、死亡例
が報告される前に、より効果的な副作用回避のための投薬法開発やデータベー
ス解析によるリスク因子の同定を行い情報提供するなど、臨床現場で十分な対
応が取れる具体的な内容を含む施策を行うことが、重要であると考える。 
本研究及び先行研究により、ALP 高値は、DEN 投与時の低カルシウム血症発
症のリスク要因となることが明らかとなった。現在の添付文書では、リスク要
因の記載はほとんどされていないが、臨床上有用なバイオマーカーや背景因子
は副作用回避に役立つものであり、今後はそのエビデンスレベルに応じて、慎
重投与、重要な基本的注意、または副作用等の項目に記載し、医療機関に周知
すべきと考えられる。 
なお本解析はレトロスペクティブな解析であることから、全てのバイアスを
制御することはできないが、今回は複数の DB を用いて施策反映傾向が認めら
れたことから、比較的確度の高い評価結果が得られたと考える。 
論文審査結果の要旨 
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論 文 題 目：副作用自発報告データベース及び医療情報データベースを用いた、デノスマ
ブによる低カルシウム血症に関する、発症例の検出及び行政施策の影響評価 
 
医薬品の製造販売承認前の臨床試験では、比較的稀な副作用を把握するのは困難である。
このような副作用は、様々な病態や長期投与の患者をも評価しうる製造販売後の調査によ
り評価する。この点から、医薬品の市販後に、安全性を迅速かつ科学的に評価しうる方法
の確立と、その有用性の検証が必要とされている。さらに医薬品における市販後安全対策
の推進には、講じられた行政施策の効果を的確に評価し、その後の施策に反映させること
が重要となる。近年、副作用報告データベースの活用に加え、保険診療の診療（調剤）報
酬明細書や電子カルテなどの病院医療情報の電子化により、これらの医薬品の市販後安全
対策への二次利用が始まっており、改訂された「製造販売後の調査及び試験の実施の基準
に関する省令」に新たにデータベース調査が追加された。しかし、実際の事例を対象とし
た施策効果の評価例は極めて少ない。本研究では、抗 RANKL モノクロナール抗体である
デノスマブを対象医薬品とし、重篤な低カルシウム (Ca) 血症発症に関して発出された安
全性速報を行政施策の対象に検討された。まず、副作用報告データベースを用いて、
Reporting Odds Ratio (ROR) を指標とした場合、デノスマブによる低Ca血症のRORは、
施策後から低下傾向にあり、施策 1 年後からの 1 年間で有意に低下したことを示した。さ
らに本結果の検証のため、病院医療情報データベースを用いた検討を行った。まず、デノ
スマブによる低 Ca 血症を精度良く検出するアルゴリズムとして、血清 Ca 値の低下
（<8.5mg/dL）と発症時期を薬剤処方後 90 日以内に限定する条件により、専門医による確
定診断の結果と 88%一致する方法を構築した。さらに、ロジスティック回帰分析にて低 Ca
血症のリスク要因として、処方前血清 ALP 高値（≧356IU/L）を同定した。さらに、4 大
学病院の医療情報 DB を利用し、上記のアルゴリズムを適用して、新規処方者を対象に解
析し、Ca 製剤同時処方割合が施策後から増加し、施策 1 年後からの 1 年間で有意に上昇し
たことを示した。これらの結果は、デノスマブによる低 Ca 血症予防のための施策が医療現
場で反映されていたことを示唆するものである。また本解析から、医療機関での迅速な行
政施策対応には、医療現場において取りうる具体的で容易な対応方法の提示など、対応環
境の整備まで製薬会社や行政が示すこと、さらに今後は、副作用のリスク要因をデータベ
ース解析から明らかにし、添付文書に反映するなど積極的な対応を取ることが提案された。
これらは今後の市販後安全対策に関する国の施策に大きな影響を与える意義深い研究であ
る。よって、本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
博士論文内容要旨 
ヒト単球様細胞におけるニッケルイオン (Ni2+) 流入機構の解析 
生活習慣病治療薬学分野 B5YD1021 小野寺 亮 
 
【目的】ニッケル (Ni) アレルギーは Ⅳ 型アレルギーに分類され、主にアレルギー性
接触性皮膚炎症状を引き起こす。実に各国人口の 10% あるいはそれ以上の人々が Ni 
アレルギーに罹患していると報告されている。原因となる Ni は耐久性・耐腐食性とい
った優れた物性を有することから、歯科金属、血管ステント、心臓ペースメーカー、人
工関節などの医療機器の医用材料として用いられている。しかしながら、これらは常に
組織や体液と接触しているため、材料表面から Ni2+ が溶出し、局所での炎症反応を引
き起こし、かつ Ni2+ が血流に乗り、全身性にも皮膚炎症状を起こすことが報告されて
いる。これまでに当研究室においては、マウスの背部皮下に Ni 線を埋入した際に Ni2+ 
が溶出し、cyclooxygenase-2 (COX-2)、ヒスタミン、macrophage inflammatory protein-2 (MIP-
2) の産生など炎症反応が誘導され、また、活性化された好中球が更なる Ni2+ の溶出を
促進し、その結果、Ni2+ 誘導性炎症の悪循環を形成している可能性があることを報告し
ている。したがって、Ni 含有医療機器から溶出する Ni2+ による炎症性細胞の活性化を
阻害することは炎症の増悪化を抑制する上で非常に重要であるといえる。 
一般に Ni2+ は自己タンパク質と結合し、抗原性を獲得することでアレルギー反応を
引き起こすと考えられている。その他に、Ni2+ は細胞膜上の toll-like receptor 4 (TLR4) 
に結合し、NF-κB 経路を活性化することで直接的に炎症反応を誘導することも報告さ
れている。さらに、Ni2+ は細胞内に流入し、prolyl hydroxylases (PHDs) の活性を抑制し、
転写因子 hypoxia inducible factor 1 alpha (HIF-1α) の活性化を誘導する。また、当研究室
において、細胞内に流入した Ni2+ が heat shock protein 90 beta (HSP90β) に結合し、
HSP90β と HIF-1α との結合を阻害することを見出した。これらの機構により活性化さ
れた HIF-1α は HIF-1β とヘテロダイマーを形成し、HIF-1α、β 複合体は核内に移行し
炎症性ケモカイン Interleukin 8 (IL-8, CXCL8) の転写活性化を誘導する。したがって、
Ni2+ が細胞内へ流入することも Ni による炎症・アレルギー反応の誘発・増悪化に関し
て重要な役割を果たしている可能性が十分に考えられる。 
金属イオンが細胞内へ流入するためにはイオントランスポーターを介する必要があ
るが、ヒトの細胞においては Ni2+ の輸送に特化した Ni2+ トランスポーターの存在は
解明されていない。Ni2+ と同様に 2 価の正電荷を有する Cu2+、Fe2+、Zn2+ については
それぞれ特異的なトランスポーターが同定されている。ヒト単球様細胞株 THP-1 細胞
において、Ni2+ が細胞内及び核内に移行することが報告されており、THP-1 細胞を Ni 
化合物で刺激した際には IL-8 を産生することも報告されている。このように THP-1 
細胞は Ni2+ を細胞内に流入させ、かつ IL-8 を産生する特徴を有する。そこで本研究
では、THP-1 細胞を用いてヒト細胞における Ni2+ 流入機構の解明を行い、Ni2+ による
炎症誘発機構の最上流地点を標的とした新薬の開発につなげることを目的とした。 
【方法】ヒト単球様細胞株 THP-1 細胞を NiCl2 及び各種試薬で刺激した際の IL-8 
(Interleukin 8) 発現量を ELISA 法により、細胞内に流入した Ni2+ を ICP-MS 及び 
Newport Green を用いて解析を行った。In vivo 実験として、Ni 線 (φ 0.8 mm x 5 mm) を
マウス背部皮下に埋入した際の、Ni 線埋入周辺皮膚組織における COX-2、MIP-2 発現
を qRT-PCR 法により、皮膚組織及び血清中の Ni2+ を ICP-MS を用いて解析を行った。 
 
【結果】 
1. Ni2+ の細胞内流入に対する各金属塩化物及び各阻害薬の影響 
 THP-1 細胞に対し NiCl2 で刺激を行った場合、Ni2+ は経時的かつ濃度依存的に細胞
内に流入し、これに伴い IL-8 産生も増加した。NiCl2 濃度が 0.2 mM の時、IL-8 産生
は初めて有意に誘導され、かつ細胞の生存には影響を与えなかった。したがって、今後
の実験では 0.2 mM の NiCl2 を用いることとした。次に同じく 2 価カチオンに電離す
る各金属塩化物で共刺激した場合、ZnCl2、MnCl2、CoCl2 が Ni2+ の流入を抑制した。
これら金属塩化物の濃度は 0.03 mM であったため、Ni2+ の細胞内流入には Zn2+、Mn2+、 
Co2+ に対し高い親和性を有するイオントランスポーターが関与することが示唆され、
両イオンが共存する場合にはトランスポーター上で競合し、Ni2+ の流入が抑制される
と考えられた。そこで、様々な 2 価カチオンの取り込みに関与する DMT1 (divalent 
metal transporter 1) の阻害薬の影響を確認したところ、Ni2+ の流入量は減少しなかった。
また、Ni2+ が TLR4 を刺激して何らかのイオントランスポーターを誘導する可能性に
ついても解析したが、TLR4 阻害薬により Ni2+ の流入量は減少しなかった。したがっ
て、Ni2+ の細胞内流入には DMT1 以外の恒常的に発現しているイオントランスポータ
ーが関与している可能性が示唆された。 
 
2. Ni2+ 細胞内流入及び IL-8 発現に対する ZnCl2、MnCl2 の影響 
 ZnCl2 と MnCl2 による Ni2+ 流入抑制により Ni2+ 誘導性 IL-8 産生も抑制される
かどうかを確認した。まずこれら金属塩化物の Ni2+ 流入抑制作用の濃度依存性を確認
したところ、いずれも 0.01-0.03 mM において濃度依存的に Ni2+ の流入を抑制した。 
NiCl2 と ZnCl2 で共刺激した場合には NiCl2 による IL-8 産生も濃度依存的に抑制さ
れていた。一方で、Mn2+ は Ni2+ と同様に HIF-1α を安定化する作用を持つため、単独
で IL-8 の産生を誘導する作用を示し、高濃度の MnCl2 で共刺激した場合には IL-8 
産生抑制作用は弱かった。ZnCl2 と MnCl2 は LPS (Lipopolysaccharide) 誘導性の IL-8 
産生に対しては抑制作用を示さなかったため、Zn2+、Mn2+ による Ni2+ 誘導性 IL-8 産
生抑制作用は Ni2+ の流入をトランスポーター上で競合的に抑制したことに起因する
と考えられた。さらに、同じく金属アレルギーを誘発しやすい Co2+ に対する ZnCl2 の
作用を確認したところ、Co2+ の細胞内流入及び IL-8 産生は ZnCl2 により同様に抑制
された。 
 
3. マウスにおける低亜鉛状態が Ni2+ 炎症応答に及ぼす影響 
 次に、生理的な濃度の Zn2+ が Ni2+ の応答性に影響を与えているかを明らかにする
ために、低亜鉛食で低亜鉛状態マウスを作製し、Ni 線を背部皮下に埋入し、Ni2+ によ
る炎症反応への影響を解析した。その結果、正常マウスに比べて Ni 線埋入周辺皮膚組
織における COX-2、及び MIP-2 の mRNA 発現量の増加が認められ、さらに、皮膚組
織及び血清中の Ni2+ 含量もより顕著に増加することを見出した。これは、血中の Zn2+ 
が減少したことで炎症性細胞内への Ni2+ 流入量が増加し、細胞の活性化が増強された
結果であると考えられた。 
 
4. Ni2+ 細胞内流入阻害薬のスクリーニング 
 Ni2+ の細胞内流入機構には何らかの金属イオントランスポーターが関与している可
能性が示唆されたため、次に Ni2+ 流入阻害薬の簡易スクリーニング系の構築を行った。
細胞内 Ni2+ 含量の変化は Ni2+ に対し特異性の高い金属蛍光プローブ Newport Green 
を用いて解析を行った。また、候補化合物が直接的に蛍光を減弱させる偽陽性の場合を
明確にするために、細胞を破砕した後の蛍光強度も合わせて測定した。本スクリーニン
グ系を用いて探索を行ったところ、数個の化合物に蛍光強度増強抑制作用が認められた。
一方、これら化合物により抑制された蛍光強度は細胞破砕操作によって回復が認められ
なかったことから、得られた候補化合物はキレート作用、あるいは消光作用を有してい
ることが考えられた。 
 
5. Ni2+ 細胞内流入及び IL-8 発現に対するヒスチジンの影響 
 Ni2+ 細胞内流入阻害薬スクリーニングの結果、Ni2+ キレート剤候補化合物として必
須アミノ酸である L-ヒスチジンを見出し、Ni2+ 細胞内流入及び Ni2+ 誘導性 IL-8 産生
に及ぼす影響について解析した。その結果、THP-1 細胞において L-ヒスチジンは Ni2+ 
流入及び IL-8 産生を濃度依存的に抑制した。鏡像異性体である D-ヒスチジンについ
ても同様に解析を行ったところ、D-ヒスチジンも Ni2+ 流入及び IL-8 産生を濃度依存
的に抑制した。一方で、LPS 誘導性の IL-8 産生に対しては L、D-ヒスチジンとも強力
な抑制作用を示さなかった。最後に、D-ヒスチジンについて、実際に細胞内への Ni2+ 流
入を抑制しているかを ICP-MS を用いて精密に解析したところ、細胞内 Ni2+ 濃度の増
加は D-ヒスチジンにより抑制されることが確認された。一方で、Zn2+ の細胞内流入に
は影響を及ぼさなかった。 
 
【考察】ヒト単球様細胞株 THP-1 細胞において、Ni2+ の細胞内流入には Zn2+、Mn2+、
Co2+ に対し高い親和性を有する金属イオントランスポーターが関与していることが示
唆され、Ni2+ の細胞内流入を抑制することが IL-8 産生抑制につながることを見出した。
また、生体内においては生理的濃度の Zn2+ は Ni2+ 炎症応答を減弱させる役割を担っ
ていることが示唆された。 
金属含有医療機器から溶出した Ni2+ は単球などの炎症性細胞内に流入し、Ni2+ 溶出
増加サイクル形成を促進している可能性があり、その最上流地点である Ni2+ の細胞内
流入機構は新規創薬標的となりうる (図 1)。本研究で構築したスクリーニング系を用い
て新規抗金属炎症・アレルギー作用を有する種化合物の発見、医薬品としての開発が行
われることが今後期待される。 
 
 
 
 
 
 
図 1. Ni2+ による炎症増悪化サイクル形成と新規創薬標的 
論文審査結果の要旨 
 
 
論文提出者： 小野寺 亮            論文審査委員（主査）：佐藤 博 
 
論 文 題 目：ヒト単球様細胞におけるニッケルイオン (Ni2+) 流入機構の解析 
 
ニッケル (Ni) は耐久性・耐腐食性等の優れた物性を有することから血管ステントなどの
医療機器に広く用いられている反面、組織炎症・金属アレルギーを誘発する危険性がある。
本論文は、溶出した Ni2+ は細胞内に流入して炎症性細胞を活性化するが、その細胞内流入
機構を解明する一環として、Ni2+ の細胞内への流入を抑制する金属並びに化合物を探索し、
Ni2+ の流入を阻害する化合物が Ni2+により誘発される炎症反応を抑制することを明らかに
した。 
まず、ヒト単球細胞株 THP-1 細胞において Ni2+ は経時的かつ濃度依存的に細胞内へ流
入することを ICP-MS により精密に Ni2+濃度を測定することにより明らかにした。本実験
系において、Ni2+と同じ 2 価のカチオンに電離する各金属塩化物で共刺激した場合、 ZnCl2, 
MnCl2, CoCl2 が Ni2+ の細胞内への流入を抑制することから、Ni2+ は Zn2+, Mn2+, Co2+ に
対し親和性を有するイオン輸送体を介して細胞内へ流入することを示した。さらに、細胞
内 Ni2+ 含量の増加に伴い IL-8 産生も誘導されること、そして Ni2+ の細胞内への流入を
抑制する  ZnCl2 と  MnCl2 は  Ni2+ 誘導性の  IL-8 産生も抑制すること、しかし LPS 
(Lipopolysaccharide) 誘導性の IL-8 産生に対しては抑制作用を示さなかったことから、 
Zn2+, Mn2+は Ni2+ の細胞内流入を抑制することにより、IL-8 の産生を抑制していることが
示唆された。この結果はまた Ni2+ の細胞内流入を抑制すれば炎症細胞の活性化を抑制され
ることを示している。次に、生理的な濃度の Zn2+が Ni2+の応答性に影響を与えているかを
明らかにするために、低亜鉛食で２週間飼育し、低亜鉛状態のマウスを作製し、背部皮下
に Ni 線を埋入する Ni 線誘発炎症モデルを用いて、Ni2+炎症に対する生理的濃度の Zn2+
の影響を検討した。その結果、低亜鉛状態のマウスでは正常マウスに比べて Ni 線埋入周辺
皮膚組織における COX-2, MIP-2 の mRNA 発現量の増加が認められたことから、低亜鉛
血症の状態においては Ni2+に対する応答性が増大することを明らかにした。 
筆者はさらに Ni2+の細胞内流入を抑制する化合物のスクリーニング系を構築し、
L-histidine が Ni2+の細胞内流入を抑制し、IL-8 の産生も抑制することを見出した。また
D-Histidine も同様の作用を示すことを明らかにした。 
以上の知見は、低亜鉛血症の患者では金属アレルギーが増悪化しやすい可能性を示唆す
るとともに、Ni2+ による炎症・金属アレルギーの治療や予防につながる重要な発見である
と考えられる。よって、本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
 
 
博士論文要旨 
(題目) 難治がんの寄与分子と克服薬の探索と同定：脳転移性エクソソームの血液脳関
門内在化受容体と膵臓がんゲムシタビン感受性増強薬 
(氏名) 黒田 広樹 
 
【背景・目的】 
がん脳転移および膵臓がんは難治がんの中でも特に予後不良ながん病変である。これ
らの予防・治療法の改善にはがん難治化に主要に寄与する分子の同定と、メカニズムに
基づいた分子制御法の開発が重要である。 
脳転移は全がん患者の 8.5-25%が発症する中央生存期間 1 年未満の中枢合併症であり、
予防法の開発が急務であるが、脳転移を直接予防するための分子メカニズムの解明はな
されていない。近年、脳転移性がん細胞由来のエクソソームが、高い活性で脳毛細血管
内皮細胞へ内在化し、密着結合を崩壊させることでがん細胞の脳移行を促進することが
報告された。従って、脳毛細血管内皮細胞へのエクソソーム内在化に主要に寄与する分
子の解明は、脳転移の回避に繋がりうる重要な課題と言える。しかし、脳転移性がん細
胞由来のエクソソームが、共通して細胞接着分子 integrin β3 を発現すること以外に、脳
毛細血管内皮細胞への内在化に寄与しうる分子の報告はみられない。光反応性架橋剤
sulfo-SBED は、任意のタンパク質と相互作用する受容体をビオチン化でき、ストレプト
アビジンで回収した受容体を近年開発された高感度な網羅的プロテオミクスSWATH法
で解析することで、integrin β3 あるいはその他のリガンドに対応する脳毛細血管内皮細
胞上のエクソソーム受容体を包括的に同定できると考えられる。エクソソームの放出量
が多く、高い脳指向性が報告されているヒトメラノーマ細胞株 SK-Mel-28 は、脳転移性
がん細胞由来エクソソームのドナーとして有用であると考えた。 
膵臓がんは 5 年生存率 15%以下の難治がんである。50%以上が転移後に発見されるた
め化学療法の重要性が示唆されている。標準治療薬であるゲムシタビンは、副作用が穏
和であるというメリットがある一方で、客観的奏効率が 8-14%と臨床上大きな問題を抱
えている。当研究室の大峰らは過去に、膵臓がん臨床検体におけるゲムシタビンリン酸
化酵素 deoxycytidine kinase (dCK)のタンパク質発現量が、ゲムシタビン治療患者の無増
悪生存期間に相関することを明らかにした。従って、ゲムシタビン治療効果が低い患者
に対し、dCK の発現を誘導することで、膵臓がんへのゲムシタビン感受性増強が期待で
きる。dCK のタンパク質発現量が低く、ゲムシタビンに低感受性のヒト膵臓がん細胞株
AsPC1 は、dCK 低発現を伴うゲムシタビン治療予後不良患者の in vitro モデルとして有
用である。さらに、安全性の確立された既承認薬で dCK の発現誘導が達成されれば、
迅速な臨床応用に繋がると考えた。 
本研究は、SK-Mel-28 細胞由来エクソソームがヒト脳毛細血管内皮細胞株 hCMEC/D3
細胞に内在化するために主要に寄与する受容体の同定と、AsPC1 細胞における dCK タ
 
 
ンパク質発現誘導を介してゲムシタビンの細胞増殖抑制効果を増強する既承認薬の同
定を目的とした。 
 
【方法】 
SK-Mel-28 細胞由来エクソソームの hCMEC/D3 細胞への内在化活性は、cell-to-medium 
ratio で評価した。エクソソーム受容体候補タンパク質は、sulfo-SBED でビオチン化し、
ストレプタビジンビーズで回収後、SWATH 法にて同定した。多様な構造の既承認薬 40
種類を選択し、AsPC1 細胞増殖抑制試験にて、ゲムシタビンの細胞増殖抑制効果を増強
する薬物を探索した。DCK 転写活性化作用は、転写活性を変動させるとの報告がある
DCK プロモーター領域に対するルシフェラーゼアッセイで評価した。 
 
【結果・考察】 
SK-Mel-28 細胞由来エクソソームの hCMEC/D3 細胞への内在化に寄与する受容体タン
パク質候補分子の同定 
Nanoparticle Tracking Analysis と LC-MS/MS label-free SRM 解析の結果、SK-Mel-28 か
ら ExoQuick-TC を用いて回収したエクソソーム画分は、モード径 134 nm であり、5 種
類のエクソソームマーカータンパク質を発現することが確認された。よって、エクソソ
ーム粒子が回収できたことが示唆された。生体膜蛍光標識剤 PKH67 で標識したエクソ
ソームを 37℃で hCMEC/D3 細胞とインキュベートした結果、hCMEC/D3 細胞の核周辺
に点状の蛍光が観察され、エクソソームが hCMEC/D3 細胞に内在化したことが示唆さ
れた。37℃、6 時間のインキュベートでの cell-to-medium ratio は 181 µL/mg protein であ
り、４℃では有意に 96%低下した。従って、エクソソームの内在化はエネルギー依存的
なメカニズムで説明できることが示唆された。エクソソームのエネルギー依存的な内在
化は大きくマクロピノサイトーシスと受容体介在性エンドサイトーシスに分けられる。
マクロピノサイトーシス阻害剤 EIPA を 50, 100 µM で処理した結果、エクソソームの
cell-to-medium ratio はそれぞれ 24、30%有意に低下した。これらの間に有意差な差がな
かったことから、残りの約 70%には受容体介在性のエンドサイトーシスが関与すると考
えられた。細胞接着阻害ペプチド RGD の 1 mM 処理で、cell-to-medium ratio は有意に
15%低下した。従って、エクソソームの内在化に integrin β3 が認識する RGD 配列依存
的なエンドサイトーシスが関与することが示唆され、残りの最大 50%以上はリガンド未
知の受容体が関与する可能性が示された。Sulfo-SBED は、任意のリガンド-受容体複合
体を架橋後、sulfo-SBED 分子内 SS 結合の還元によって、sulfo-SBED 分子内ビオチン構
造を受容体に付加できる架橋剤であり、複数の未知リガンドに対応する受容体を回収可
能である。Transferrin をモデルタンパク質として、sulfo-SBED による受容体回収法を検
証した。回収したビオチン化受容体画分をストレプトアビジンブロッティングで解析し
た結果、Transferrin receptor 1 の分子量付近にバンドが検出された。バンドを切り出し、
 
 
トリプシン消化後、LC-MS/MS Data Dependent Acquisition mode で解析した結果、
Transferrin receptor 1 由来のペプチドが 25 種類同定されたのに対し、Transferrin 由来ペ
プチドの同定数は 3-4 種類であった。Data Dependent Acquisition mode でのペプチド同定
数は、当該タンパク質含有量に依存することが報告されていることから、sulfo-SBED は
受容体分子を回収する方法として有用であることが示された。エクソソーム受容体は多
くが細胞接着に関与する分子であることが報告されている。同様に sulfo-SBED を用い
て hCMEC/D3 細胞上のエクソソーム受容体画分を調製し、LC-MS/MS SWATH 法で解析
した結果、12 種類の細胞接着に関与する細胞膜タンパク質が同定された。RGD 配列依
存的な細胞接着に関与する integrin α5, αV に着目し、アンタゴニスト抗体を処理した結
果、エクソソームの cell-to-medium ratio は有意に 12%低下した。以上より、エクソソー
ムの hCMEC/D3 細胞への内在化に integrin α5 あるいは αV が寄与することが示唆され
た。 
 
ヒト脳毛細血管内皮細胞における CD46 の SK-Mel-28 細胞由来エクソソームの受容体
としての寄与解析 
Sulfo-SBED/SWATH 法では、細胞接着分子以外にウイルスと相互作用する膜タンパク
質が 8 種類同定されていた。エクソソームは核酸キャリアとしての機能がウイルスと類
似していることが指摘されており、エクソソームの内在化にはウイルス受容体が関与す
る例が報告されている。よって、これらの分子もエクソソーム受容体として機能してい
る可能性が考えられた。CD46 はエクソソーム受容体としての報告はないが、ヒト脳毛
細血管における発現が報告されており、代表的な基質である麻疹ウイルスはヒト脳毛細
血管内皮細胞に in vitro および in vivo で感染することが報告されている。また、アデノ
ウイルスの標的細胞への内在化には CD46 と RGD 認識性 integrin αV が関与することが
報告されている。本研究でも SK-Mel-28 由来エクソソームの hCMEC/D3 細胞への内在
化に RGD 認識性 integrin α5 あるいは αV が寄与することが示唆されたことから、CD46
がエクソソーム受容体としても機能するとの仮説を立てた。シークエンス解析の結果
hCMEC/D3 細胞において、CD46 の 4 種類のスプライシングバリアントが発現すること
が示された。これらの共通領域に対する siRNA を処理した結果、hCMEC/D3 細胞にお
ける CD46 mRNA とタンパク質発現量はそれぞれ 91、38%有意に低下した。同条件でエ
クソソームの取込実験を行った結果、cell-to-medium ratio は有意に 39%低下した。よっ
て、CD46 は integrin α5 あるいは αV よりも高い寄与率でエクソソームの内在化に関与
することが示唆された。CD46 に対する siRNA を処理した hCMEC/D3 細胞に RGD を処
理しても、cell-to-medium ratio の有意な低下は見られなかった。従って、CD46 は RGD 
integrin と一部共通の経路でエクソソーム内在化に寄与する可能性が示された。 
 CD46 の in vivo のヒト脳毛細血管内皮細胞における発現を明らかにするため、内皮細
胞マーカータンパク質 GLUT1 との免疫共染色を行った結果、CD46 と GLUT1 の共局在
 
 
が示され、CD46 が生体内でも脳毛細血管内皮細胞において発現することが示唆された。 
 
dCK の発現誘導に基づくゲムシタビン感受性増強薬の同定 
50 nM のゲムシタビンは AsPC1 細胞への曝露 1 日目で有意な細胞増殖抑制効果を発
揮した。タンパク質発現のターンオーバーは平均半減期 46hr であることが報告されて
いる。そこで併用候補薬物を 3 日間処理することで、ゲムシタビンが薬効を発揮する前
に dCK タンパク質を誘導できると考えた。40 種類の既承認薬をそれぞれ、AsPC1 細胞
に 10 µM で 3 日間処理した結果、35 種類は生存細胞数の有意な低下を示さなかった。
3 日間の曝露の後、ゲムシタビンを処理した結果、all trans retinoic acid (ATRA)と Alacepril
のみ、ゲムシタビン単独処理に比較して有意な生存細胞数低下を示した。よって、これ
らの薬物が単独で毒性を示さず、ゲムシタビンの感受性を増強することが示唆された。
ルシフェラーゼアッセイの結果、Alacepril は有意なルシフェラーゼの発光値を上昇させ
なかったが、ATRA は有意に 1.8 倍上昇させた。よって ATRA は dCK の転写活性を上昇
させることが示唆された。ATRA は転写因子 Sp1 の転写調節配列 GC box へのリクルー
トを促進することで転写活性を調節する作用が報告されている。本研究で用いた dCK
プロモーター領域にも GC box が含まれることが報告されており、ATRA の標的配列で
あることが考えられた。しかし、GC box の活性化作用が報告されている Calcitriol およ
び Carvedilol は DCK の転写活性化作用を示さなかった。Western blot による dCK タンパ
ク質発現解析の結果、ATRA 処理で AsPC1 細胞質画分の dCK タンパク質発現は 1.5 倍
の上昇傾向を示した。当研究室の大峰らが過去に報告した膵臓がん細胞株の dCK タンパ
ク質発現量とゲムシタビンの IC50値の逆相関関係に基づくと、AsPC1 細胞における dCK
タンパク質発現量の 1.5 倍の上昇は、IC50 値の 3.2 倍の低下に相当することが予測され
る。ATRA 処理により、AsPC1 細胞におけるゲムシタビン IC50値は 2.9 倍低下した。従
って、ATRA によるゲムシタビン感受性増強効果は dCK のタンパク質発現誘導を介し
ていることが定量的に示唆された。ATRA は臨床最高血中濃度が 0.067-4 μM と報告さ
れている。ATRA によるゲムシタビン感受性増強作用の濃度依存性を検証した結果、
ATRA はゲムシタビン非存在下では 50 μM ではじめて AsPC1 細胞の生存細胞数を有意
に低下させたが、50 nM ゲムシタビン存在下では 0.03 μM の濃度で最大のゲムシタビン
感受性増強効果を発揮した。従って、ATRA によるゲムシタビン感受性増強効果は臨床
においても期待できることが示唆された。 
 
【結論】 
本研究は脳転移性メラノーマ細胞株 SK-Mel-28 由来エクソソームの血液脳関門内皮
細胞 hCMEC/D3 への内在化において CD46 が主要な役割を担うことを示唆した。ATRA
が膵臓がん細胞株 AsPC1 における dCK タンパク質発現誘導を介して、ゲムシタビンに
よる細胞増殖抑制効果を増強することを見出した。 
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難治がんの中でも特に予後不良な脳転移や膵臓がんの予防・治療法の改善は重要である。
近年、脳転移の成立に、がん細胞由来エクソソームの脳毛細血管内皮細胞への内在化を伴
う血液脳関門崩壊の重要性が報告された。過去の研究から、膵臓がんゲムシタビン化学療
法は、膵臓がん組織中 deoxycytidine kinase (dCK)のタンパク質発現量上昇によって改善でき
る可能性が示されている。本研究は、ヒト脳転移性メラノーマ細胞株 SK-Mel-28 由来エク
ソソームがヒト脳毛細血管内皮細胞株hCMEC/D3細胞に内在化するための主要な受容体の
同定と、ゲムシタビン低感受性膵臓がん細胞株 AsPC1 細胞中 dCK タンパク質発現誘導を
介して、ゲムシタビンの細胞増殖抑制効果を増強する併用候補薬の同定を目的とした。 
SK-Mel-28 細胞由来エクソソームは hCMEC/D3 細胞にエネルギー依存的に内在化し、少
なくとも約 70%に受容体介在性エンドサイトーシスの関与が示唆された。エクソソーム上
のタンパク質と相互作用する hCMEC/D3 細胞上の受容体を網羅的に同定するために、光親
和性架橋剤 Sulfo-SBED と高感度な網羅的プロテオミクス SWATH 法を組み合わせた探索を
行い、20 種類の細胞膜タンパク質を受容体候補分子として同定した。候補分子のうち細胞
接着分子 integrin (α5, αV)および、ウイルス受容体 CD46 に着目し、抗体あるいは siRNA を
処理した結果、エクソソームの内在化はそれぞれ 12、39%有意に低下した。従って、CD46
がhCMEC/D3細胞におけるエクソソーム受容体として主要な役割を担う可能性が示された。
本研究ではさらに、ヒト脳凍結切片の免疫染色で、CD46 が脳毛細血管内皮細胞マーカー
GLUT1 と共局在することを明らかにし、CD46 が in vivo でも脳毛細血管内皮細胞へのエク
ソソーム内在化に寄与する可能性を示した。 
既承認薬 40 種類を幅広く選択し、AsPC1 細胞に各々処理後、ゲムシタビンを処理した結
果、All trans retinoic acid (ATRA) および Alacepril のみ、単独で毒性を示すことなく、ゲム
シタビンの感受性を増強した。dCK 誘導作用を検討するために、dCK の転写調節領域を含
むプロモーターを用いたルシフェラーゼアッセイを行った結果、ATRA のみ、有意にルシ
フェラーゼの発光値を約 2 倍に上昇させた。Western blot の結果、ATRA 処理で AsPC1 細胞
における dCK のタンパク質発現量は上昇傾向を示し、ATRA が dCK のタンパク質発現量
を上昇させ、ゲムシタビン感受性を増強することが示唆された。更にこの増強効果は ATRA
の臨床血中濃度よりも低い 0.03 µM でも発揮され、臨床応用の可能性を示した。 
以上、本研究は脳転移性エクソソームの脳毛細血管内皮細胞への内在化に主要に寄与す
る受容体として CD46、dCK 発現量上昇を介してゲムシタビン感受性を増強する既承認薬
として ATRA を見出した研究であり、高く評価できる。 
よって，本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
 
 
博士論文要旨 
(題目) 定量プロテオミクスを用いたタンパク質性リガンド－輸送関連タンパク質相互
作用に基づく白血球・組織性タンパク質の血液脳関門輸送機構の解明 
(氏名) 佐藤 和貴 
 
【背景・目的】 
全身性炎症や末梢臓器障害時には、血液脳関門(blood-brain barrier, BBB)を介した脳内
への白血球の遊走や生理活性タンパク質の輸送が、中枢障害の発症に関与する。従って、
中枢病態の発症に関与する BBB の輸送機構を明らかにすることは、BBB の病態生理学
的な役割を解明し、BBB を標的とする治療薬の開発を行ううえで重要な課題である。 
BBB を介した白血球の遊走は、敗血症などの全身性炎症疾患や、多発性硬化症、脳虚
血性疾患など、様々な病態で生じる。脳内に浸潤した白血球は炎症性メディエーターの
産生を介して、神経細胞機能をはじめとする多様な中枢機能障害の発症に関与する。従
っ、BBB を介した白血球の脳内への遊走を阻害することは、中枢障害の発症を抑制す
る上で有効な治療戦略と考えられる。既存の白血球遊走阻害薬の一つであるナタリズマ
ブは、BBB と白血球の細胞間相互作用に関わる白血球上の CD49d を阻害することで、
中枢組織への白血球遊走を阻害する薬剤である。ナタリズマブは再発寛解型の多発性硬
化症患者に適応され、中枢障害の進行を抑制する効果を有する。一方、ナタリズマブは
正常な白血球機能を過抑制し、重篤な感染性副作用(進行性多巣性白質脳症)を引き起こす
ことが知られている。これはナタリズマブに代表される既存の白血球遊走阻害薬が、白血球上
の分子を標的としていることが原因である。従って、こうした重篤な副作用を回避する
上で、BBB側において白血球遊走に機能する分子を阻害標的とする治療戦略が有望である
と考えられる。BBB を介した白血球の遊走機構に関する分子メカニズムは良く研究されており、
接着分子と呼ばれる一群の CD 抗原の働きが重要であることが明らかになっている。しかし、
過去の研究では、複数の接着分子の関与は明らかされてきたが、これまで系統的な機能比較
がなされてこなかった現状がある。従って、BBB を標的とした治療薬開発を行う上では、どの
分子が最も良い阻害標的となるかを明らかにすることが重要である。また、接着分子に限らず、
白血球遊走には BBB における様々な分子の機能変動が関わることが予想される。しかし、こ
れまで、こうした BBBの機能変動に関わる分子機構の網羅的な解析はなされてこなかった。 
また、BBB におけるタンパク質の輸送機構も中枢病態の発症機構に関与することが
知られる。タンパク質の輸送機構は特に、インスリンやトランスフェリンの輸送に代表
されるように、中枢と末梢間のタンパク質を介した脳内恒常性維持機能に重要であると
考えられてきた。一方で、BBB には中枢障害に関わる炎症性サイトカインの輸送機構
が存在することも知られる。BBB を介した血液中から脳内への炎症性サイトカインの
輸送は、認知機能障害の発症に関与することが報告されている(Banks et al, J Pharmacol 
Exp Ther, 299:536-41, 2001)。全身性炎症や末梢臓器障害時には、血液中の炎症性サイト
 
 
カイン濃度の上昇が生じることから、BBBにおける炎症性サイトカインの輸送機構は、
こうした末梢病態時に置ける中枢障害の発症に関わると考えられる。従って、中枢障害
の発症に関わるタンパク質の輸送機構を明らかにすることは、BBB における新たな治
療標的を同定するうえで重要な課題と考えられる。一方、過去の研究では、炎症性サイ
トカインの輸送機構以外に、こうした中枢障害の発症に関わる輸送機構は明らかにされ
ていない現状がある。特に、末梢臓器障害では、多様なタンパク質が障害臓器から血中
へと漏出することが知られているが、これらのタンパク質に対し、BBB がどのように
作用するのかは明らかになっていない。 
 そこで本研究では、BBB を標的とした中枢障害治療薬の開発を目指し、定量プロテ
オミクスを用いて、BBB における i) 全身性炎症時の白血球遊走の阻害標的としてより
有望な分子標的を選定すること及び、白血球遊走に関わる新規の分子変動を解明するこ
と、ii) 新規の末梢臓器由来タンパク質の輸送機構を解明することを目的とした。 
 
【方法】 
BBB における白血球遊走機構の解明では、定量的標的絶対プロテオミクス(QTAP)を
用いてマウス cluster of differentiation (CD)抗原の定量系を構築し、lipopolysaccharide (LPS)
投与マウス単離脳毛細血管(Bcap)及び循環血中単核球(PBMC)におけるタンパク質発現
量解析を行った。BBB における末梢臓器由来タンパク質輸送機構の解明では、網羅的
定量プロテオミクス(SWATH 法)を用いて、肝臓の内因性タンパク質の in vivo BBB 透過
性 screening を行った。さらに同定された候補分子の一つである creatine kinase について、
マウスを用いた in vivo BBB の透過性解析及びヒト脳毛細血管内皮細胞株 hCMEC/D3 を
用いた BBB における輸送機構の輸送特性解析を行った。 
 
【結果・考察】 
全身炎症時 BBB における白血球遊走の阻害標的の選定と新規分子変動の解明 
タンパク質の絶対発現量は、各分子の機能を推定するうえで有用な指標となると考え
られる。そこで本研究ではまず、BBB を介した白血球の遊走過程において、BBB と白
血球の細胞間相互作用に特に重要とされる 10 分子の接着分子の定量系を確立し、LPS
投与マウス Bcap における発現量解析を行った。その結果、CD18, CD29, CD54, CD49d, 
CD102, CD106 の 6 分子の発現量が得られた。一方、CD11a, CD62E, CD62P, CD162 は検
出限界以下であった。発現量が得られた分子の中でも LPS 投与マウス Bcap では CD54
および CD106 の発現量が、それぞれ 6.2 倍、3.7 倍顕著に増加することが示された。ま
た LPS 投与マウス Bcap における分子間の発現量を比較すると、CD54 は CD106 に比較
して、3.6 倍高発現していることが分かった。BBB に発現する CD54 及び CD106 は、そ
れぞれ白血球側に発現する CD11a/CD18 及び CD29/CD49d 複合体と相互作用し、白血球
遊走を誘引する。LPS 投与マウス PBMC におけるこれらの発現量解析を行ったところ、
 
 
CD11a/CD18 は両構成分子とも LPS 投与マウス Bcap における CD54 と近似した発現量
であった。一方で、CD29/CD49d 複合体のうち、CD49d は検出限界以下の発現量であっ
た。従って、白血球上では CD29/CD49d の複合体として発現量は低く、CD106 との相互
作用は、BBB における白血球遊走への寄与は低いと考えられた。以上の結果から、タン
パク質の絶対発現量を基に、BBB における CD54 が全身性炎症における白血球遊走に
おいて有望な阻害標的となることが示唆された。 
 さらに本研究では、より網羅的に CD 抗原の発現量解析を行うため、標的タンパク質
の定量用ペプチドを数珠つなぎにした人工タンパク質を用いて、内標準ペプチドを一斉
合成する手法を構築し、新たに CD 抗原 51 分子の定量系を構築した。本定量系を用い
て LPS 投与マウス Bcap における発現量解析を行った結果、新たに 11 分子(CD9, CD26, 
CD31, CD49a, CD49c, CD49f, CD71, CD82, CD90, CD97, CD98)の発現量を得た。このう
ち、LPS 投与マウス Bcap では、CD9、CD49c、CD97 の 3 分子の発現量が 40-60%減少
していることが初めて明らかになった。これらの分子はいずれも、内皮細胞間の接着機
能への関与が示唆される分子である。従って、全身性炎症時の BBB におけるこれらの
分子の発現量の減少が、BBB の密着結合性に影響を与え白血球の遊走に関与するとい
う新たな分子機構の存在が示唆された。 
 
BBB における末梢臓器由来タンパク質の輸送機構の解明 
 臓器障害時に多様なタンパク質が血液中へと漏出することが知られる肝臓に着目し、
in vivo の BBB 透過性スクリーニングを行った。マウス肝臓細胞質タンパク質を抽出し
ビオチン化標識を行った後、マウスに静脈内投与を行い、脳内に移行したビオチン化タ
ンパク質をアビジンビーズで回収し、SWATH 法を用いて同定解析を行った。その結果、
9 分子のタンパク質が新規の BBB 透過性候補分子として同定された。その中には、
creatine kinase (CK)や aspartate aminotransferase (AST)など、様々な末梢臓器障害時に血中
に漏出することが知られるタンパク質が含まれていた。そこで CK に着目し、BBB 透過
性の validation 解析を行った。 
生体内には CK の細胞質型アイソザイムとして、ホモダイマー型の CK-BB (brain-type)
および CK-MM (muscle-type)および hybrid 型の CK-MB が存在する。そこで、大腸菌を
用いて CK-BB 及び CK-MM リコンビナントタンパク質を合成し、hCMEC/D3 細胞を用
いて transwell 上に作成した in vitro BBB の apical 方向(血液方向)から basolateral 方向(脳
方向)の透過速度を 37℃及び 4℃条件で解析した。すると CK-BB 及び CK-MM の双方
で、僅かに有意ではないものの温度依存的に透過速度が増加することが示された。さら
に、apical 方向から hCMEC/D3 細胞内へと内在化活性を解析すると、CK-BB に比較し
て CK-MM で約 10 倍高いことが示された。従って本結果から、BBB には CK の輸送機
構が存在し、特に CK-MM により親和性を有することが示唆された。 
次に CK-MM に着目し、in vivo の BBB 透過性を解析した。In vivo の解析では、マウ
 
 
スの内因性の CK と投与した CK を区別して解析する必要がある。そこで本研究では、
マウス CK-MM とアミノ酸配列相同性が 98%と非常に高いウサギ CK-MM を用いて、
マウス体内でウサギ CK-MM に特異的なペプチド配列を LC-MS/MS で選択的に解析す
る手法を用いた。ウサギ CK-MM をマウス静脈内に投与し、12 時間後に PBS にて心臓
灌流を行った後、大脳細胞質を調製し、LC-MS/MS で解析を行ったところ、脳内でウサ
ギ CK-MM に特異的なペプチドが検出された。また、integration plot 法を用いて、血液
から脳組織への移行速度を解析したところ、血液から全大脳画分への移行速度と、血液
から大脳実質画分への移行速度が 2 倍程度の差で近似した。一方で、血液から大脳血管
画分への蓄積速度はそれらの 1/10 以下であった。これらの結果から、ウサギ CK-MM は
in vivoにおいて血液中からBBBを透過し、脳実質内へと移行していることが示された。 
 次に BBB における CK-MM の輸送機構を明らかとするため、hCMEC/D3 細胞におけ
る uptake 実験を行った。ウサギ CK-MM を hCMEC/D3 細胞に暴露し、蛍光免疫染色で
ウサギ CK-MM を解析したところ、37℃条件で細胞内への内在化が確認された。4℃で
はその内在化が消失した。既知のタンパク質輸送機構における細胞内への内在化は受容
体介在型エンドサイトーシスを介することが知られる。そこで、各種阻害剤共存下で
hCMEC/D3 細胞におけるウサギ CK-MM の uptake 実験を行ったところ、受容体介在型
エンドサイトーシスに関わるクラスリンおよびカベオラ依存性エンドサイトーシスの
阻害剤(chlorpromazine および MβCD)によって、内在化活性はそれぞれ 59%、55%有意に
阻害された。一方で、基質非選択的なエンドサイトーシス機構であるマクロピノサイトーシス
(amiloride)の阻害剤共存下では内在化活性に変動はなかった。従って、BBB には CK の内
在化機構が存在し、CK は既知のタンパク質輸送機構と同様に受容体介在型トランスサイトー
シスを介したエネルギー依存的な機構で輸送されていることが示唆された。CK は様々な末梢
臓器の障害時に血液中へと漏出し、血中濃度の顕著な増加が生じる代表的なタンパク質の一
つである。従って、BBBにおける CKの輸送機構は、臓器障害時の末梢と中枢間の相互作用
に関与する可能性が示唆される。今後、その病態生理学的な意義を明らかにしていくことで、
CKの輸送機構が、末梢障害を起因とする中枢障害の治療標的となる可能性が考えられる。 
 
【結論】 
本研究おいて、タンパク質の絶対発現量に基づく解析から、全身性炎症時の BBB に
おける白血球遊走阻害標的として CD54 が有望な阻害標的分子となることが示唆され
た。また、全身性炎症時の BBB において CD9、CD49c、CD97 の発現量が減少すること
が初めて明らかとなり、これらの変動が白血球遊走に関わる可能性が示された。さらに、
末梢臓器障害時において血中へ漏出する代表的なタンパク質である CK について、in 
vivo の BBB を透過することを証明し、また BBB にその輸送機構が存在することを明ら
かにした。本研究は、中枢病態発症に関与する新たな BBB の役割の解明に繋がり、BBB
を標的とした治療薬開発の一助となることが期待される。 
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論 文 題 目：定量プロテオミクスを用いたタンパク質性リガンド－輸送関連タンパ
ク質相互作用に基づく白血球・組織性タンパク質の血液脳関門輸送機構の解明 
 
 
血液脳関門(BBB)を介した脳内への白血球の遊走やタンパク質の輸送は中枢障害の発症
に関与する。BBB の病態生理学的な役割を解明し、BBB を標的とした治療薬開発を行うう
えで、これらの機構を明らかにすることは重要な課題である。本研究は定量プロテオミク
スを用いて、BBB における i)白血球遊走の阻害標的として有望な分子を選定し分子変動を
解明すること、ii)新規の末梢臓器由来タンパク質の輸送機構を解明することを目的とした。 
BBB を介した白血球遊走には、cluster of differentiation(CD)抗原の関与が重要であること
が知られる。LC-MS/MS を用いて CD 抗原 61 分子のタンパク質定量系を構築し、
lipopolysaccharide(LPS)投与によって作成した全身性炎症マウスの単離脳毛細血管(Bcap)に
おけるタンパク質発現量を解析した。その結果、17 分子の発現量が得られ、LPS 投与マウ
ス Bcap において CD54 及び CD106 がそれぞれ 6.2 倍、3.7 倍顕著に増加し、CD9, CD49c, 
CD97 が 40-60%減少した。BBB に発現する CD54 及び CD106 は、白血球に発現する
CD11a/CD18 及び CD29/CD49d 複合体とそれぞれ相互作用し遊走を誘引する。そこで循環
血中単核球における解析を行ったところ、CD11a/CD18 のタンパク質発現量は両構成分子
とも CD54 に比較して約 1/3 倍であった。一方、CD29/CD49d では CD49d は検出限界以下
であった。従って、BBB 上の CD106 と白血球上の CD29/CD49d 間相互作用は白血球遊走
への寄与は低いと考えられ、BBB 上の CD54 が全身性炎症時の白血球遊走阻害標的として
有望であることが示唆された。CD9, CD49c, CD97 は細胞間接着機能への関与が示唆される
分子である。従って、これらの発現量の減少が全身性炎症時の BBB における細胞間接着機
能の低下に寄与し、白血球遊走へ関与することが示唆された。 
末梢臓器障害時には、血液中へ漏出した炎症性サイトカインが BBB を介して脳内へ輸送
され、中枢機能障害の発症に関与すると考えられる。これまでこうした中枢障害の発症に
関わる他のタンパク質の輸送機構は解明されていない。網羅的定量プロテオミクスを用い
て肝臓由来タンパク質の BBB 透過性 screening を行った結果、9 分子の BBB 透過候補分子
が同定された。その中には、様々な末梢臓器障害時に血液中へと漏出することが知られる
creatine kinase(CK)が含まれていた。そこで、CK の BBB 透過性解析を行った結果、CK は
マウス in vivo BBB を血液から脳方向に透過し、また BBB にはエネルギー依存的な CK の
輸送機構が存在することが明らかとなった。 
本研究は、定量プロテオミクスの手法を用いて、白血球遊走に関わる BBB の機能変動
と、BBB における新規のタンパク質輸送機構を解明した。本成果は中枢障害の発症に関わ
る BBB の新たな病態生理学的な役割の解明につながる研究として高く評価できる。 
よって、本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める。 
 論文内容要旨 
非アルコール性脂肪性肝炎の病態進行における胆汁酸動態に関する研究 
病態分子薬学分野 須賀 隆浩 
 
非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）は、明らかなアルコール摂取歴がないにもかか
わらず、アルコール性肝障害に類似した病態を示す。進行すると肝硬変や肝細胞癌に至
る深刻な病態であるものの、NASH に特異的かつ効果的な治療法は未だ確立されていな
い。したがって、NASH の治療戦略を創出するための基盤的情報として、その病態進行
メカニズムを詳細に理解することが求められている。最近、肝実質細胞だけでなくクッ
パー細胞や肝星細胞などの肝非実質細胞においてもコレステロールが過剰に蓄積する
ことにより、NASH における炎症や肝線維化が促進されることが報告されている。コレ
ステロールの主要な代謝物である胆汁酸は、脂質の吸収促進作用だけでなく、全身に広
く発現する各種受容体に結合し、脂質や糖質の代謝制御を担うシグナル伝達分子として
も作用を発揮する。胆汁酸は非アルコール性脂肪性肝疾患や糖尿病、肥満など様々な代
謝性疾患と関連することが知られており、NASH 患者においては炎症や肝線維化の重症
度と血漿中の抱合型胆汁酸濃度に正の相関関係が認められている。したがって、胆汁酸
は NASH の病態進行に密接に関与する可能性があり、NASH の病態を詳細に理解する
うえで、胆汁酸の動態を精密に把握することが重要であると考えた。胆汁酸動態は、肝
臓や回腸に発現する複数のトランスポーターにより制御されている。しかしながら、ト
ランスポーターを介した輸送特性に関する知見は一部の胆汁酸に限られており、胆汁酸
個々の輸送特性についての詳細は明らかにされていない。また、胆汁酸動態を支配する
代謝酵素やトランスポーターの発現量あるいは活性の変化と、NASH の病態進行との関
連はほとんど調べられていない。こうした背景から本研究では、胆汁酸の輸送特性が十
分に明らかにされていない organic anion transporting polypeptide（OATP）1B1、OATP1B3
及び organic solute transporter（OST）α/β の輸送特性解析により、多様な分子種として存
在する胆汁酸個々の動態におけるトランスポーターの重要性を示すとともに、NASH の
病態進行における胆汁酸動態について明らかにすることを目的とした。 
まず、OATP1B1 及び OATP1B3 安定発現 HEK293 細胞を用い、OATP1B1 及び OATP1B3
を介した胆汁酸の輸送特性を評価した。ヒトの生体内に主要に存在する 5 種の遊離型胆
汁酸ならびにそれらのグリシン及びタウリン抱合型胆汁酸の計 15 化合物について、細
胞内取り込み量の時間依存性を調べたところ、遊離型胆汁酸のうちコール酸（CA）、ケ
 ノデオキシコール酸（CDCA）及びデオキシコール酸（DCA）は、OATP1B1 及び OATP1B3
を介した有意な取り込みが認められたものの、ウルソデオキシコール酸（UDCA）及び
リトコール酸（LCA）の有意な取り込みは認められなかった。一方、グリシン抱合型胆
汁酸とタウリン抱合型胆汁酸は、いずれも有意な取り込みが認められた。次に濃度依存
性試験を行ったところ、OATP1B1 及び OATP1B3 を介した CA、GCA、GCDCA、GDCA、
GUDCA、GLCA、TCA、TCDCA、TDCA、TUDCA 及び TLCA の取り込みは濃度依存
的に増加し、高濃度域で飽和が認められた。OATP1B1 及び OATP1B3 の胆汁酸に対する
見かけのミカエリス定数（Km）を比較したところ、ほぼ同等の傾向であった。抱合型
胆汁酸の Kmは、両トランスポーターで同等であり（OATP1B1: 0.74–14.7 µM、OATP1B3: 
0.47–15.3 µM）、CA の Km（OATP1B1: 47.1 µM、OATP1B3: 42.2 µM）と比べ低値であっ
た。また、Vmax/Kmを比較すると、GLCA（OATP1B1: 21.5 µL/mg protein/min、OATP1B3: 
29.1 µL/mg protein/min）及び TLCA（OATP1B1: 19.6 µL/mg protein/min、OATP1B3: 21.5 
µL/mg protein/min）が両トランスポーターに対して最も高い輸送効率を示すことが明ら
かとなった。以上より、グリシン抱合型及びタウリン抱合型胆汁酸は OATP1B1 及び
OATP1B3 の良好な輸送基質であり、いずれも遊離型胆汁酸に比べて高親和性を示すこ
とを明らかにした。 
次に、OSTα/β 安定発現 MDCKII 細胞を用いて、OSTα/β を介した胆汁酸の輸送特性を
評価した。15 種の胆汁酸の細胞内取り込み量の時間依存性を調べたところ、遊離型胆
汁酸のうち CA、CDCA、DCA 及び LCA は、OSTα/β を介した取り込みが有意に上昇し
たものの、UDCA の有意な取り込みは認められなかった。一方、グリシン抱合型胆汁酸
とタウリン抱合型胆汁酸は、いずれも OSTα/β を介した有意な取り込みが認められた。
次に濃度依存性試験を行ったところ、OSTα/β を介した CA、CDCA、DCA、GCA、GCDCA、
GDCA、GUDCA、GLCA、TCA、TCDCA、TDCA、TUDCA 及び TLCA の取り込みは濃
度依存的に増加した。OSTα/β の胆汁酸に対する Kmを比較したところ、CDCA（23.0 µM）
と DCA（14.9 µM）の方がそれらの抱合型胆汁酸（586–864 µM）より低値を示した。ま
た、Vmax/Kmを比較すると、GLCA（18.7 µL/mg protein/0.5 min）及び TLCA（33.3 µL/mg 
protein/0.5 min）が OSTα/β に対して最も高い輸送効率を示すことが明らかとなった。以
上より、OSTα/β は、胆汁酸に低親和性を示す傾向にあったが、なかでも脂溶性の高い
胆汁酸には比較的高親和性を示すことを明らかにした。 
 上述のトランスポーター発現細胞株を用いた検討より、OATP1B1、OATP1B3 及び
OSTα/β を介した遊離型胆汁酸及び抱合型胆汁酸の輸送特性に多様性があることを明ら
 かにし、胆汁酸個々の動態におけるトランスポーターの重要性が示唆された。 
続いて、NASH の病態進行と胆汁酸動態との関連を明らかにするために、NASH モデ
ルマウスを用いた検討を行った。C57BL/6J 雄性マウスにコリン欠乏メチオニン減量高
脂肪食を 3、6、9、12 及び 15 週間給餌させたところ、早期の NASH 誘発と肝線維化の
経時的な進展が確認できた。作製した NASH モデルマウスにおける胆汁中の総胆汁酸
濃度は給餌 9 週目で有意に低下した一方、末梢血中の総胆汁酸濃度は給餌 3–6 週目にか
けて経時的に増加していた。そこで、胆汁酸 47 化合物を対象として胆汁酸組成及び濃
度の変動について LC/MS/MS により詳細に解析したところ、末梢血中では肝線維化の
病理組織学的スコアが最大付近に達した給餌 6 週目で、親水性の遊離型胆汁酸や、グリ
シン抱合型、タウリン抱合型及び硫酸抱合型胆汁酸の濃度が増加していた。したがって、
NASH の病態進行に伴い、胆汁中よりも末梢血中への胆汁酸排出を促進する機構が働い
ている可能性が考えられた。続いて、NASH の病態進行に伴う胆汁酸動態の変動要因を
明らかにするために、肝臓及び回腸に発現するトランスポーターの発現変動を経時的に
調べたところ、NASH モデルマウスでは、血管側への胆汁酸排出を担う肝臓の Ostβ の
発現は給餌 3–6 週目にかけて早期に増加し、multidrug resistance-associated protein（Mrp）
4 の発現は給餌 15 週目で増加していた。一方で、細胞内取り込みを担う sodium 
taurocholate cotransporting polypeptide（Ntcp）、Oatp1b2 及び apical sodium-dependent bile 
acid transporter の発現は給餌 3 週目より低下し、胆管への胆汁酸排出を担う bile salt 
export pump（Bsep）及び Mrp2 の発現も低下していた。この結果から、NASH では、抱
合型胆汁酸に対して高親和性を示す Ntcp や Oatp1b2、Bsep の発現が低下することによ
り、胆汁酸の肝実質細胞内への取り込みと胆管への排出が抑制される一方で、低親和性
を示すOstの発現が増加することにより血管側への胆汁酸排出が促進することが考えら
れた。さらに、肝臓に発現する胆汁酸代謝酵素の発現変動を調べたところ、胆汁酸の生
合成の律速酵素である Cyp7a1 、アミノ酸抱合酵素 bile acid-CoA:amino acid 
N-acyltransferase（Baat）の発現は低下していた一方で、硫酸抱合酵素 Sult2a1 の発現は
増加していた。したがって、NASH では、コレステロールから胆汁酸への生合成が低下
するとともに、胆汁酸の硫酸抱合を促進して細胞毒性作用を軽減する機構が働いている
可能性が考えられた。 
NASH モデルマウスを用いた検討より、親水性の遊離型胆汁酸や抱合型胆汁酸の血管
側への細胞外排出を促進するような胆汁酸動態の変動が認められた。血管側へ排出され
た胆汁酸は、類洞に到達する過程で、肝実質細胞と血管内皮細胞とでできる狭い空間で
 あるディッセ腔を通過する。ディッセ腔は肝線維化の形成の場であることから、血管側
へ排出された胆汁酸が肝線維化の進展に関与している可能性が考えられる。そこで、胆
汁酸が肝線維化に及ぼす影響を調べるため、ディッセ腔に存在して肝線維化の進展に中
心的な役割を担う肝星細胞に着目し、その活性化について検討を行った。不死化ヒト肝
星細胞株 TWNT-1 細胞を用いて、各種胆汁酸を 100 μM の濃度で細胞に添加し、24 時間
培養後の α-smooth muscle actin（SMA）発現の変動を調べたところ、CDCA、DCA、GCA、
GCDCA 及び GDCA の添加により、α-SMA の発現が有意に増加した。したがって、遊
離型胆汁酸及びグリシン抱合型胆汁酸が肝星細胞の活性化に関与する可能性が考えら
れた。 
本研究では、OATP1B1、OATP1B3 及び OSTα/β を介した胆汁酸の輸送特性を明らか
にし、NASH の病態進行と胆汁酸動態との関連を示した。肝線維化の進展に伴い、肝臓
において胆汁酸動態を支配するトランスポーターや代謝酵素の経時的な発現変動が生
じ、親水性の遊離型胆汁酸や抱合型胆汁酸の血管側への細胞外排出が促進されることが
考えられた（図 1）。さらに、血管側へ排出された胆汁酸が、肝星細胞の活性化を介し
て肝線維化の進展に関与している可能性が示唆された。今後、胆汁酸動態の変動による
NASH の病態進行への寄与を明らかにすることで、NASH の治療戦略の創出が期待され
る。 
図 1. NASH の病態進行における胆汁酸動態の変動 
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論 文 題 目：非アルコール性脂肪性肝炎の病態進行における胆汁酸動態に関する研究 
 
 非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）は、進行すると肝硬変や肝癌に至るものの、未だ
効果的な治療法は確立していない。その一因は病態進行がきわめて複雑であり、それらの
メカニズムが十分に把握できていないことにある。最近、肝実質細胞のみならず、クッパ
ー細胞や肝星細胞などにおけるコレステロールの過剰蓄積により、NASH における炎症や
線維化が促進されることが報告された。コレステロールの主要代謝物である胆汁酸は、各
種受容体への結合を介する脂質や糖質の代謝制御作用を有し、NASH の前駆症状や肥満な
どにも関与するうえ、NASH の病態との関連も示唆されている。しかも、NASH 患者で炎
症や肝線維化の重症度と血中抱合型胆汁酸濃度に正の相関があることも報告されており、
胆汁酸動態と病態との関連を明らかにすることはきわめて重要と考えられる。いくつかの
胆汁酸輸送に関与するトランスポーターの特性に関する報告はあるものの、特に肝におけ
る細胞内取り込みに関与する organic anion transporting polypeptide（OATP）1B1、OATP1B3
や、腸上皮細胞や肝細胞の膜上に発現する organic solute transporter（OST）α/β の輸送特性
は未だ詳細に調べられていないことから、まずこれらトランスポーターによる各種胆汁酸
の輸送について調べた。 
 OATP1B1 および OATP1B3 安定発現細胞を用いて、ヒト体内における 15 種の主要胆汁酸
の細胞内取り込みを調べたところ、両トランスポーター間で各胆汁酸との親和性に大きな
差はなく、遊離型よりも抱合型胆汁酸の方が、またステロイド核上の水酸基数の少ない方
が高い親和性を示した。一方、OSTα/β は、遊離型のケノデオキシコール酸およびデオキシ
コール酸に高い親和性を示したものの、Vmax/Kmを比較すると、グリシンあるいはタウリン
抱合型リトコール酸に高い輸送効率を示すことが判った。 
 次に、コリン欠乏メチオニン減量高脂肪食摂取により作製した NASH モデルマウスは、
早期に NASH が誘発され、肝線維化が経時的に進展する。末梢血中の総胆汁酸濃度は肝線
維化の進展に伴って経時的に上昇したが、このとき胆汁酸を肝臓から血管側に排出する
OSTβ の発現も増大し、肝取り込みに関与するトランスポーターの発現は逆に低下してい
た。しかも胆汁酸生合成の律速酵素である Cyp7a1 やアミノ酸抱合酵素 bile acid-CoA: amino 
acid N-acyltransferase の発現が低下し、硫酸抱合酵素 Sult2a1 の発現は増加したことから、
肝細胞内の胆汁酸量が低下し、これら一連の分子の変動は、細胞毒性作用の軽減に寄与し
ているものと考えられた。一方、血管側へ排出された胆汁酸は、肝線維化の形成の場であ
るディッセ腔を通過するが、このときに肝星細胞の α-smooth muscle action の発現を誘導し、
活性化に関与することが示唆された。 
 本研究は、NASH の病態進行と胆汁酸の組成変動を含む動態変化が密接に関与すること
を見出し、特に肝線維化の進展のメカニズムの一端を明らかにしたことから、本論文は博
士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
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プロゲストーゲンの子宮内膜症改善機序における 
受容体アイソフォーム依存性の解析 
三 田  静 香 
 
プロゲステロン受容体（PR）は、一本の PR 遺伝子配列上に存在する２つの転写開始
点からなる２種類のアイソフォーム PR-Aおよび PR-Bを産生することが知られており、
両者はリガンド（内因性のプロゲステロンおよび合成プロゲステロン活性体であるプ
ロゲスチン、総称プロゲストーゲン）が結合することにより生理活性を示す。PR は核
内受容体であり、活性化することにより標的遺伝子の上流に存在する PR 結合配列
（PRE）に結合するが、PR-B の場合は標的遺伝子の転写を活性化する一方で、PR-A
は標的遺伝子の転写活性化作用が弱く、PR-B の転写活性化作用を阻害することが報告
されている。また、PR の細胞内における機能として、細胞内シグナルを活性化する作
用や NF-κB 等の他の転写活性化因子に対する調節作用が報告されているが、それぞれ
の PR アイソフォームがこれらの機能をどの程度担うかについて不明な点も多い。  
PRE を介する標的遺伝子の転写活性化作用が PR-A と PR-B で異なることから、PR ア
イソフォーム発現比や PR 発現量の異常は組織のプロゲストーゲンに対する反応性を
変化させることが想定されている。ホルモン依存性疾患である子宮内膜症においては  
PR-B/PR-A 発現比の低下や PR 発現量の低下が報告されている。子宮内膜症は子宮内
膜組織が異所性に増殖する疾患である。生殖年齢女性の約 10%が罹患するとされ、慢
性的な疼痛と不妊を呈すことから本疾患は女性の QOL を著しく低下させる。子宮内
膜症の病態は完全には明らかとなっていないが、子宮内膜症組織はエストロゲン依存
性に増大することが知られており、病巣周囲では炎症反応が慢性的な亢進状態を呈す。
子宮内膜症の病巣部や腹水中では prostaglandin（PG）E2 や tumor necrosis factor（TNF）
-α、interleukin（IL）-1、IL-6、IL-8、monocyte chemoattractant protein（MCP）-1、血管
新生因子 vascular endothelial growth factor（VEGF）、神経栄養因子  nerve growth factor
（NGF）などの炎症に関連する因子の増加が認められており、これらは子宮内膜症組
織の炎症反応を担い疼痛の発現や病巣の増大に寄与することが示唆されている。 
子宮内膜症の薬物治療において、プロゲスチン製剤が単剤もしくはエストロゲンとの
  
合剤として用いられる。プロゲスチン製剤の薬理作用機序として、中枢を介した卵巣
機能抑制に基づく血中エストロゲン濃度の抑制と、子宮内膜症細胞に対する直接作用
として PR を介する細胞増殖抑制作用や炎症抑制作用が報告されている。しかしプロ
ゲストーゲンの子宮内膜症細胞に対する作用については不明な点も多く、個別の PR
アイソフォームに対する依存性についても明らかでない。本研究では、プロゲストー
ゲンの子宮内膜症細胞に対する作用と PR アイソフォームに対する依存性を解析する
ため、不死化ヒト子宮内膜上皮細胞および不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞を用い子宮
内膜症に模した環境を in vitro で再現し薬物の評価を実施した。評価薬物として、本邦
で子宮内膜症治療に用いられ、臨床で高い疼痛改善効果が認められているジエノゲス
ト（選択的 PR アゴニスト）とプロゲステロン（内因性の PR アゴニスト）を用いた（以
下２剤を合わせて Ps と記載する）。このような解析を行うことは、子宮内膜症に対す
る治療法の改善や薬物の新たな可能性を探り、PR アイソフォームの発現異常が生じ
た組織でのプロゲストーゲンの薬効を想定する為の重要な情報を提供する。  
本研究ではまず、不死化ヒト子宮内膜上皮細胞を用いて、炎症性因子の発現に対する
Ps の作用を検討した。種々の細胞表面に存在する自然免疫受容体 toll-like receptor
（TLR）4 の活性化は IL-6 や IL-8、MCP-1 等の炎症性因子の発現を亢進することが知
られており、子宮内膜症病巣部の炎症の一因である可能性が示唆されている。子宮内
膜症の発症との関与が示唆されている現象として有経婦人において月経時に月経血
が腹腔内に逆流することが認められている。これに関連し、子宮内膜症患者の腹水中
には外腔からの菌感染を示唆する  lipopolysaccharide（LPS） の存在が報告されている。
また、子宮内膜症組織では非アポトーシス性の細胞死によって細胞外に漏出する核内
タンパク high-mobility group box 1（HMGB1）が認められるとの報告がある。LPS と
HMGB1 はいずれも TLR4 を活性化することにより炎症を惹起することが報告されて
いる。本研究では PR を恒常的に発現する不死化ヒト子宮内膜上皮細胞株（EM-PR）
において、LPS と HMGB1 のそれぞれの単独添加で IL-8 の産生は誘導されなかったが、
LPS と HMGB1 の併用添加（LPS+HMGB1 刺激）で IL-8 の産生が顕著な増加を示した
ことから、LPS+HMGB1 刺激による TLR4 活性化が子宮内膜症の病巣部における IL-8
産生の分子機序の一つであると考えられた。これに対し Ps の添加は、LPS+HMGB1
刺激下の IL-8 産生を抑制した。また、IL-6 および MCP-1 についても同様に、
LPS+HMGB1 刺激により産生が増加し、Ps の添加により抑制された。さらに、
  
LPS+HMGB1 刺激は EM-PR 細胞の TLR4 遺伝子発現を増加し、本作用は Ps の添加に
より抑制された。EM-PR 細胞において、TLR4 に対する siRNA の導入により TLR4 遺
伝子の発現をノックダウンしたところ、LPS+HMGB1 刺激下での IL-8 の産生は抑制さ
れた。以上より、Ps が TLR4 シグナルの活性化ならびにこれによって増加する TLR4
遺伝子の発現を抑制することが示された。TLR4 シグナル活性化に対する Ps の抑制作
用は PR をほとんど発現しない親細胞株（EM-E6/E7/TERT）において認められなかっ
たことから、本作用は PR を介する作用であると考えられた。  
つづいて、神経栄養因子 NGF について検討するため、NGF の誘導因子として報告さ
れており、子宮内膜症の腹水で濃度の上昇が認められている IL-1β および TNF-α を
EM-PR 細胞に添加した。IL-1β および TNF-α の添加はいずれも EM-PR 細胞への暴露
で NGF の産生を増加し、ラット副腎褐色細胞腫細胞 PC-12 を用いた神経軸索伸長ア
ッセイによる NGF 活性測定で EM-PR 培養上清中の NGF 活性を増加した。これに対し
Ps の添加は NGF の産生および活性の増加を抑制した。NGF に対する Ps の抑制作用に
ついても TLR4の場合と同様に、PRをほとんど発現しない親細胞株（EM-E6/E7/TERT）
で認められなかったことから、PR を介した作用であると考えられた。  
これまでの結果から、Ps が PR を介して、TLR4 を抑制し IL-6、IL-8、MCP-1 産生を
抑制すること、また NGF 産生を抑制することを明らかにした。また以前の研究で、
Ps が PGEs 産生と aromatase 発現を抑制することを報告している。さらに VEGF およ
び IL-8 についても、初代子宮内膜症間質細胞を用いた研究において Ps が抑制作用を
示すことが報告されている。そこでこれらの因子について、PR-A および PR-B のいず
れのアイソフォームが Ps の作用を担うかを、新たに患者の子宮内膜症性嚢胞から採取
した細胞より樹立された不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞を用いて評価した。細胞は、
PR-A と PR-B のそれぞれ一方のみを発現するように設計した発現ベクターを導入した
細胞株  （EMosis-CC/TERT1/PRA および  EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+）と PR をほと
んど発現しない親細胞株 （EMosis-CC/TERT1）を用いた。これらの細胞をスフェロイ
ド形成による三次元培養することにより、子宮内膜症の病巣環境を in vitro で再現した
条件下で Ps の作用を評価した。エストロゲン合成酵素  aromatase、PGE2 合成酵素  
（cyclooxygenase（COX）-2 および microsomal PGE2 synthase（mPGES）-1）、炎症性
サイトカイン（IL-6、IL-8、MCP-1）、血管新生因子（VEGF）および神経栄養因子（NGF）
の mRNA 発現量および PGE2 産生量は、PR-A または PR-B のそれぞれを単独で発現
  
する２種類の細胞株（EMosis-CC/TERT1/PRA および  EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+）
の両方で 、培養系 に Ps を 添加する ことによ り低下し た。一方 で親細 胞 株
（EMosis-CC/TERT1）では、全ての因子で Ps を添加することによる影響は認められな
かった。以上より、Ps は子宮内膜症上皮細胞において、PR-A および  PR-B の両  PR ア
イソフォームを介して PGE2 産生と aromatase、炎症性サイトカイン、血管新生因子
および神経栄養因子の遺伝子発現を抑制することが示唆された。  
上述の通り、PR-Aおよび PR-Bは PRE を介する PR 標的遺伝子の転写活性化において、
相反する作用を示すことが報告されている。本研究で Ps が抑制作用を示した因子はい
ずれも PR-A および PR-B で同様に抑制作用が認められており、PRE を介する作用と
は異なる機序が想定される。そこで Ps の TLR4 抑制の作用機序について、TLR4 シグ
ナルの下流にあり、TLR4 遺伝子発現に寄与することが報告されている NF-κB につい
て検討した。その結果、EM-PR 細胞の LPS+HMGB1 刺激で誘導される IL-8 の産生は
NF-κB アンタゴニスト BAY11-7082 の添加により抑制された。また NF-κB に対するレ
ポーターアッセイで、EM-PR 細胞の LPS+HMGB1 刺激で誘導される NF-κB 活性の増
加は、Ps の添加により抑制された。以上より、Ps は子宮内膜上皮細胞において PR を
介して NF-κB の活性化を抑制することにより、TLR4 シグナルの活性化による炎症性
因子の産生を抑制することが示唆された。NF-κB は多くの炎症性因子の発現に関与す
る炎症性転写因子であり、本研究で評価した因子についても NF-κB による発現制御を
受けることが知られている。NF-κB の活性化抑制に関しては、PR-A と PR-B が同様の
作用を示すとの報告がある。したがって、PR-A と PR-B のそれぞれが同様に NF-κB
の活性化を抑制したことが、本研究で Ps の抑制作用が細胞に発現する PR アイソフォ
ームの種類に依存しなかった理由であると考えられた。  
これらの結果から、Ps は子宮内膜症上皮細胞に直接作用することにより、PR-A およ
び  PR-B の両方の  PR アイソフォームを介して子宮内膜症増悪因子  （PGE2、
aromatase、炎症性サイトカイン、血管新生因子および神経栄養因子）の産生を抑制す
ることが示唆された。Ps のこれらの作用は子宮内膜症組織で起こりうる PR 発現比の
変動に影響されないことが期待できる。  
別紙様式（Ａ４版） 
論文審査結果の要旨 
 
論文提出者： 三田 静香       論文審査委員（主査）： 倉田 祥一朗 
論 文 題 目： プロゲストーゲンの子宮内膜症改善機序における受容体アイソフォーム 
依存性の解析 
 
 子宮内膜症は、子宮内膜組織が異所性に増殖する疾患であり、慢性的な疼痛と不妊を呈
することから女性の QOL を著しく低下させる。子宮内膜症組織は、エストロゲン依存に増
大し、病巣周囲で慢性的に亢進する炎症反応が、疼痛の発現や病巣の増大に寄与すると考
えられている。子宮内膜症の薬物治療にはプロゲスチン製剤が用いられる。その薬理機序
として、中枢を介した血中エストロゲン濃度の抑制と、プロゲステロン受容体（PR）を介
した子宮内膜症細胞の増殖抑制作用や炎症抑制作用が知られている。PR には異なる作用を
示す 2 種類のアイソフォーム（PR-A と PR-B）が存在し、子宮内膜症組織ではその発現バ
ランスが変動することが知られている。そこで、本研究では、プロゲストーゲンの子宮内
膜症細胞に対する作用と、PR アイソフォームに対する依存性を解析するため、不死化ヒト
子宮内膜上皮細胞、および不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞を用い、子宮内膜症に模した環
境を in vitro で再現し、プロゲストーゲンの評価を行った。 
 本研究ではまず、不死化ヒト子宮内膜上皮細胞を用いて、炎症性因子の発現に対するプ
ロゲストーゲンの作用を検討した。その結果、Toll 様受容体 4 の活性化による IL-8、IL-6、
MCP-1 産生が、プロゲストーゲンの添加により PR 依存に抑制されることを見いだした。
また、神経栄養因子 NGF の産生におけるプロゲストーゲンの作用を検討したところ、IL-1
β、TNF-αによる NGF の産生がプロゲストーゲンの添加により PR 依存に抑制された。
そこで、これらのプロゲストーゲンの作用が、2 種類の PR アイソフォームのどちらに依存
するのか検討した。そのために、PR-A と PR-B のそれぞれ一方のみを発現させた不死化ヒ
ト子宮内膜症上皮細胞株と、PR を発現しない親株を、スフェロイド形成による三次元培養
することにより、子宮内膜症の病巣環境を in vitro で再現し、プロゲストーゲンの作用を
検討した。その結果、プロゲストーゲンにより、炎症性サイトカイン（IL-8、IL-6、MCP-1）、
神経栄養因子 NGF の産生に加えて、エストロゲン合成酵素 aromatase、PGE2 合成酵素
（cyclooxygenase-2、microsomal PGE2 synthase-1）、血管新生因子 VEGF、並びに PGE2
の産生が、PR-A および PR-B の両アイソフォームを介して抑制されることが明らかとなっ
た。さらに、その作用機序として NF-κB の活性化が抑制されることを見いだした。これ
らの知見は、プロゲストーゲンが、子宮内膜症組織で起こりうる PR アイソフォームの発
現バランスの変化に影響されずに、子宮内膜症増悪因子の産生を抑制することを示唆して
おり、子宮内膜症の薬物治療におけるプロゲスチン製剤の有用性を示している。 
 よって、本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
論文内容要旨 
（題目）選択的 SGLT2 阻害薬 Sergliflozin etabonate 及び Remogliflozin etabonate
の効率的合成法の研究 
（氏名）小林 雅周 
 
【はじめに】 
SGLT (Na+-depend glucose co-transporter) 2 は，腎近位曲尿細管に特異的に発現
しており，腎臓におけるグルコースの再吸収に主要な役割を担っている。SGLT2
を阻害することにより，腎臓での尿糖排泄が増加し，低血糖を起こすことなく，
糖尿病患者の血糖コントロールを実現できることが期待されている。 
Sergliflozin (3)及び Remogliflozin (4)は，強力かつ選択的な SGLT2 阻害活性を
有しており，それらのプロドラッグである Sergliflozin etabonate (1)及び
Remogliflozin etabonate (2)は，有用な糖尿病治療薬となり得ると期待される。著
者は，これらの薬物候補化合物の臨床試験を円滑に推進し，かつ，将来の医薬
品としての実生産方法を確立するために，効率的な合成方法の研究に着手した。 
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【要約】 
1. Sergliflozin etabonate の効率的な合成法 
 
開発初期段階では，7 を合成するためにトリクロロアセトイミデート法を用い
ていたが，非常に毒性の強い trichloroacetonitrile を使用すること，配糖化反応で
昇華性のある trichloroacetamide が副生し，製造ラインの汚染に繋がることなど，
工業的スケールでの実施には幾つかの問題点があった。そこで，5 と 6 の配糖化
反応条件を検討した結果，toluene 中，300 mol%の BF3·Et2O を使用することによ
り，収率良く 7 が得られることを見出した，更に，Et3N を添加することにより，
β-選択性が飛躍的に向上し，7 を高収率で合成することに成功した。得られた 7
の粗生成物を NaOMe で処理し，糖部水酸基の脱保護を行い 2 工程で収率 80%で
3 を得た。また，3 の 1 級水酸基へのエトキシカルボニル化反応条件の最適化を
行った結果，立体的に嵩高い塩基である 2,6-lutidine を使用し，触媒量の pyridine
を添加することにより，迅速かつ高選択的に反応が進行することを見出し，1 を
高収率（82%）で合成することに成功した(Scheme 1)。このように著者は，工業
的なスケールで実施可能な 1 の効率的な合成法の確立に成功した。 
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Scheme 1 
 
2. N1-acetyl-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-one 誘導体を経由した配糖化反応を利用
した Remogliflozin etabonate の合成法 
 
2 の効率的な合成法を達成するうえで，1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-one 誘導体 8
の配糖化反応が低収率であることが，大きな課題であった。著者は，8 のピラゾ
ー ル 環 の 1 位 に 電 子 求 引 基 で あ る ア セ チ ル 基 を 導 入 し た
N1-acetyl-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-one誘導体 9aと glycosyl bromideとの配糖化反
応が，高収率で進行することを見出した。ピラゾール環に電子求引基を導入す
ることで，9a のイミド酸タイプの異性体の 3 位水酸基の酸性度が増加し，反応
の活性種であるイミド酸塩の生成が促進され，高収率で反応が進行するものと
考えられる。特に，糖供与体として glycosyl bromide の水酸基をピバロイル基で
保護した 10b を使用することで，糖部水酸基の脱保護が進行することなく，11c
のピラゾール環のアセチル基を選択的に除去することが可能となり，その結果，
続く 12b のイソプロピル化反応を高収率で進行させること可能となった。すな
わち 9a と 10b を MeCN 中，K2CO3 存在下で反応させた後，得られた 11c を MeOH
中，KHCO3 で処理し 2 工程で収率 82%で 12b を得た。次いで 12b を DMI 中，
NaH 存在下で，2-iodopropane と反応させ，収率 86%で 13 を得た。13 を NaOMe
で処理し，ピバロイル基を除去後，前述のエトキシカルボニル化反応条件を利
用して得られた 2 を ethanol と n-heptane の混合溶媒から再結晶することにより，
高純度の 2 のエタノール和物 14 を 2 工程で収率 72%で得た。次いで 14 を MTBE
と n-heptane の混合溶媒から再結晶し，収率 96%で 2 を得た(Scheme 2)。 
本合成法は，2 の開発を推進するための原薬供給に大きく貢献したものの，12b
のイソプロピル化反応において，多量の水素及びプロペンガスが発生すること，
反応系中の厳しい水分管理が必要となることなど，工業的スケールで実施する
ためには，幾つかの問題があった。 
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3. N1-Isopropyl-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-one 誘導体の合成とその配糖化反応
を利用した Remogliflozin etabonate の合成法 
 
次 に 19b の イ ソ プ ロ ピ ル 化 工 程 を 回 避 す る た め ，
N1-isopropyl-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-one 誘導体 9c と 10b の配糖化反応によって
13 を得る合成戦略を立案した。この合成戦略を実現するためには，9c の選択的
な合成法と，9c の効率的な配糖化反応条件の確立が必要であった。 
アセト酢酸エステル誘導体と alkyl hydrazine との反応は，目的としない
N2-isopropyl-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-one 誘導体を主生成物として与えることが
一般的に知られている。そこで，アセト酢酸エステル誘導体のカルボニル基を
ethylene glycol でケタール保護した 15 を，TCDI を用いて imidazolide 16a とした
後，isopropylhydrazine hydrochloride と反応させると高選択的に 17 が得られるこ
とを見出した。17 が高選択的に得られた理由は，N-イソプロピル基の立体的嵩
高さにより，無置換の窒素原子の求核攻撃が選択的に起こったためと考えられ
る。次いで，17 を塩酸で処理し，カルボニル基の脱保護，ピラゾール環の形成
を経て，3 工程で収率 76%で 9c を得ることに成功した。また，ピラゾール環に
電子求引基を有しない 9c の 10b による配糖化反応は，当初，収率良く進行しな
かったが，条件検討の結果，アルコール含有溶媒中，塩基として Cs2CO3 使用す
ることで，飛躍的に効率良く進行することを見出した。特に，MeCN と
2-PrOH(1:3)の混合溶媒中で行うと，収率 85%で 13 を得ることに成功した。13
から 2 への誘導は，Scheme 2 に示した方法に従った(Scheme 3)。その結果，工業
的スケールで実施するうえでの，問題点を克服した，2 の合成法の確立に成功し
た。 
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Scheme 3 
 
以上のように，著者は，Sergliflozin etabonate 及び Remogliflozin etabonate の効
率的な合成方法を確立した。これらは，実生産方法に適用可能な合成方法であ
り，本研究の成果は，今後の臨床開発推進及び市販後の安定供給に大きく貢献
できるものと考えている。 
別紙様式（Ａ４版） 
論文審査結果の要旨 
 
 
論文提出者：小林 雅周       論文審査委員（主査）：土井 隆行 
 
論 文 題 目：選択的 SGLT2 阻害薬 Sergliflozin etabonate 及び Remogliflozin etabonate 
      の効率的合成法の研究 
 
 
 本論文は選択的な low-affinity sodium glucose cotransporter (SGLT2) 阻害活性を有し
糖尿病治療薬として期待される Sergliflozin etabonate 及び Remogliflozin etabonate につ
いて実生産方法の開発を目指して効率的な合成方法を確立した研究成果について述べたも
のである。 
 筆者は、まず 2-(4-methoxybenzyl)phenol のグリコシル化において、-D-glucose 
pentaacetate を糖供与体とし、トルエン中 BF3•Et2O を３等量用い、トリエチルアミンを
60 mol%添加すると、望むβ—グリコシドが収率良く、高い立体選択性で生成することを見
出している。また、すべてのアセチル基を除去した後、６位の一級水酸基選択的にエトキ
シカルボニル化を行う際、塩基として用いた 2,6-ルチジン中にピコリン酸が含有されてい
ることにより反応が加速されることを見出し、触媒量のピリジンを添加することで、高収
率・高位置選択的に Sergliflozin etabonate を得る方法を確立したことを述べている。 
 次に Remogliflozin etabonate の効率的合成法の開発研究について述べている。すなわち、
1,2-dihydro-4-(4-isopropoxybenzyl)-5-methylpyrazol-3-one の 1 位にアセチル基を導入す
ることにより、2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D—glucopyranosyl bromide との配糖化反応が高収
率で進行することを見出している。この際、糖供与体の水酸基の保護基をピバロイル基と
することで、生成物のピラゾール環上のアセチル基を選択的に除去し、イソプロピル基を
導入して Remogliflozin etabonate の合成を達成している。さらに、別法として
1-isopropyl-4-(4-isopropoxybenzyl)-5-methyl-3-oxopyrazole の効率良い合成法を開発し、
塩基性条件下での直接的な配糖化が、アルコール含有アセトニトリル中、Cs2CO3を用いて
効率良く進行することを見出している。そして、本法を用いて Remogliflozin etabonate
の総収率が 39%と高効率合成を実現している。 
 以上要するに本論文は医薬品開発の実用化を目指し、SGLT2 阻害剤の効率良い合成法を
確立した研究成果であり、薬科学上貢献するところが大きい。 
 よって、本論文は博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
論文内容要旨 
（題目）定量的プロテオミクスとヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞を用いた薬物の消化
管吸収特性の定量的予測 
（氏名）赤澤 貴憲 
1. はじめに 
医薬品開発の前臨床試験において，候補化合物のヒト消化管吸収性を予測することは重要
である．トランスポーター及び代謝酵素の基質薬は，実験動物とヒト間で消化管吸収性に種
差を示す場合があるため，その影響を回避するためにはヒト in vitro 試験系に基づいた予測が
望ましい．小腸の排出トランスポーターである P-glycoprotein (P-gp) は，種々の医薬品の吸収
を制限するため，候補化合物の小腸吸収に対する P-gp の影響を in vitro 試験から定量的に予
測することは重要である．これまで，血液脳関門 (BBB) における P-gp 輸送活性については，
in vitro 試験における輸送活性を in vitro と in vivo 試験系のタンパク質発現量比で外挿するこ
とで再構築できることが報告されている 1)．しかし小腸の場合は，脳毛細血管内皮細胞とは
異なり微絨毛が発達し，in vivoと in vitro試験系で単位細胞当たりの表面積が異なるため，BBB
と同様に小腸 P-gp の輸送活性を in vitro 試験系から再構築可能かは不明である．また近年，
小腸吸収性を予測するための新たな細胞系として，ヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞 (iPS 小腸) 
が注目されている．しかし iPS 小腸は，トランスポーター及び代謝酵素の活性を有すること
がこれまで報告されているが，その活性が in vivo 小腸吸収性を反映するかは不明である． 
そこで本研究では第一に，小腸 P-gp の輸送活性について，in vitro 輸送活性を in vivo/in vitro
タンパク質発現量比で外挿することで再構築可能か検証すること，第二に，iPS 小腸のトラン
スポーター及び代謝酵素の活性が in vivo 吸収特性を反映するか検証することを目的とした． 
 
2. 定量的プロテオミクスを用いたマウス，サル及びヒト小腸上皮細胞のトランスポーター及
び代謝酵素のタンパク質発現量の種差の解明 2) 3) 
 トランスポーター及び代謝酵素のタンパク質発現量はそれらの機能を反映するため，in 
vitro/in vivo 差，種差及び病態変動等の機能差を解析する上で重要である．そこで本実験では，
マウス，サル及びヒト小腸におけるトランスポーター及び代謝酵素のタンパク質発現量を定
量し，小腸 P-gp の輸送活性の再構築に必要な発現量情報を得ると同時に，小腸トランスポー
ター及び代謝酵素のタンパク質発現量の種差を明らかにすることを目的とした． 
ddY マウス (オス 10 匹，9-10 週)，カニクイザル (オス 1 匹，4 歳 3 ヶ月)，ヒト (男性 1 名；
22 歳，女性 1 名；74 歳) の小腸組織から上皮細胞を単離した．スクロース密度勾配遠心法を
用いて細胞膜及びミクロソーム膜画分を調製し，トランスポーターは前者，代謝酵素は後者
を測定対象とした．膜画分サンプルを還元アルキル化し，リジルエンドペプチターゼ及びト
リプシンを用いて酵素消化後，LC-MS/MS を用いて標的タンパク質由来ペプチドを定量した．  
頂端膜の薬物排出トランスポーター (P-gp/mdr1a, BCRP 及び MRP2) の中では，サル及びヒ
ト小腸ではBCRPが最大の発現を示し，マウス小腸ではmdr1aがbcrpよりも高発現していた．
P-gp と BCRP は共通の基質が多数存在するが，本結果から両者の共通の基質薬の小腸吸収性
が併用薬によって BCRP の機能が阻害された場合，マウスと比べてサル及びヒトで小腸での
薬物間相互作用の影響が強くなると推察される．また，UGT1A1 及び 1A6 はヒトよりもサル
の方が高発現していた．UGT 分子種は基質特異性が広いため，これまで基質薬を用いた機能
評価からではどの UGT 分子種が種差に影響するか特定することは困難だった．本解析により，
UGT1A1 及び 1A6 の基質は，サルよりもヒトで小腸代謝活性が大きいことが示唆された． 
 
3. マウス小腸における P-gp/mdr1a 輸送活性の再構築 3) 
マウス小腸における mdr1a の輸送活性は，過去に Adachi らが報告 4)した in situ 空腸灌流試
験でのwild-typeマウスに対するmdr1a (-/-) マウスの頂端膜から基底側膜方向の単位細胞膜あ
たりのPS product (膜透過係数と細胞膜表面積の積) の比 (in situPSa to b ratio) を使用した．in vitro
試験における mdr1a 輸送活性は，過去に Uchida らが行った輸送実験の報告値 1)を用い，マウ
ス mdr1a 安定発現株 (L-mdr1a 細胞) に対する親株 (LLC-PK1 細胞) の頂端膜から基底側膜方
向の単位細胞膜あたりの PS product の比 (in vitroPSa to b ratio) を算出した．in situPSa to b ratio につい
て，in situ と in vitro 試験系で mdr1a の単分子輸送活性が等しいと仮定し，本実験で測定した
マウス小腸及び L-mdr1a 細胞における mdr1a タンパク質発現量及び in vitroPSa to b ratio から再構
築できるか検証することを目的とした．過去に Uchida らは，マウス BBB における mdr1a 輸
送活性について，脳毛細血管内皮細胞及び L-mdr1a 細胞の mdr1a タンパク質発現量を用いて
L-mdr1a 細胞での輸送活性から再構築することに成功している 1)．その手法では全細胞抽出液
における mdr1a 発現量を用いているが，本研究では細胞膜画分における発現量を使用して構
築した以下の理論式を用いて，in vitroPSa to b ratio から in situPSa to b ratio を再構築した． 
in situPSa to b ratio = 1 + ?in vitroPSa to b ratio - 1? × マウス小腸の単位細胞膜あたりの mdr1a タンパク質発現量L-mdr1a 細胞の単位細胞膜あたりの mdr1a タンパク質発現量
 
 
Mdr1a が機能する場は細胞膜であるため，in vitro の輸送活性を in vivo に外挿するための in 
vivo/in vitro タンパク質発現量比は細胞膜における値が相応しい．BBB の場合は，脳毛細血管
内皮細胞と L-mdr1a 細胞ではいずれも微絨毛構造が存在せず，単位細胞に含まれる細胞膜量
は in vivo と in vitro でほぼ等しいと考えられるため，全細胞抽出液における発現量を用いても
再構築が可能と推察される．しかし，小腸の場合は微絨毛が発達し，単位細胞に含まれる細
胞膜量が in vivo と in vitro 間で異なるため，in vitro 輸送活性を in vivo に外挿するための mdr1a
発現量比は，全細胞抽出液ではなく細胞膜画分における値を用いる必要があると考えた．理
論式に従い，mdr1a 基質薬 6 化合物 (1; quinidine, 2; digoxin, 3; loperamide, 4; vinblastine, 5; 
verapamil 及び 6; dexamethasone) 及び非基質薬 1 化合物 (7; diazepam) の計 7 化合物について
再構築した値 (Reconstructed in situPSa to b ratio) は，Adachiらが報告した実測値 (Observed in situPSa 
to b ratio) と 2.1 倍以内の範囲で一致した (Figure 1)．本手法は，in situ と in vitro 試験系で mdr1a
の単分子輸送活性が等しいという仮定に基づいているため，本結果から少なくとも健常マウ
スにおける mdr1a の単分子輸送活性は，表面積が異なる小腸と L-mdr1a 細胞間で変わらない
ことが示唆された．P-gp/mdr1a の単分子輸送活性は，炎症性サイトカインによって変動する
ことが示唆されており 5)，病態時にも同様に再構築が可能か今後明らかにする必要がある． 
 
4. ヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞を用いたプロドラッグの加水分解性及び薬物吸収予測 6) 
小腸に発現する加水分解酵素である CES2 は，エステル型プロドラッグの加水分解に重要
である．薬物の消化管吸収評価で広く用いられている Caco-2 細胞では，CES2 の発現が低く，
肝臓型加水分解酵素である CES1 の方が高発現している．一方 iPS 小腸では，ヒト小腸と同様
に CES2 が CES1 よりも高発現することが報告されており 7)，Caco-2 細胞では困難なプロドラ
ッグの小腸吸収評価に対して有用と期待される．そこで本研究では，エステル型プロドラッ
グについて，iPS小腸における加水分解活性が in vivo小腸における活性を反映するか調べた．
さらに，プロドラッグ以外についても，トランスポーターの基質薬を含む種々薬物について，
iPS 小腸透過性からヒト消化管吸収性を予測できるか検証することを目的とした． 
既報 8)に従って作製した iPS 小腸は，薬物の消化管吸収に重要な機能であるタイトジャンク
ションの形成能，トランスポーター (P-gp, BCRP 及び PEPT1) 及び代謝酵素 (CYP3A4, CES2
及び CES1) の活性を有していることが確認された．次に，これらの活性が in vivo 吸収特性を
反映しているかを調べた．加水分解性については，エステル型プロドラッグ 6 化合物につい
て，iPS 小腸でのプロドラッグから活性体への加水分解活性が，これらのプロドラッグをラッ
トに経口投与した時の血漿中活性体暴露量 (Cmax, AUC 及び BA) と良好に相関した．今後の
課題として，ヒト小腸についても同様に相関性が得られるか検証する必要がある．さらに P-gp
基質薬 (2; doxorubicin 及び 11; [3H]digoxin)，BCRP 基質薬 (7; sulfasalazine) 及びそれらの非基
質薬 11 化合物  (1; ganciclovir, 3; [14C]mannitol, 4; famotidine, 5; sulpiride, 6; atenolol, 8; 
furosemide, 9; ranitidine, 10; hydrochlorothiazide, 12; acetaminophen, 13; propranolol 及び 14; 
antipyrine) の計 14 化合物について，iPS 小腸における膜透過性 (Papp) はヒト消化管吸収率 
(Fa) と相関した (Figure 2)．従って，受動拡散及びトランスポーターを介して小腸吸収する薬
物に関しては，iPS 小腸透過性からヒト小腸吸収性を予測できる可能性がある．しかし現状の
iPS 小腸は，CYP3A4 の遺伝子発現量が生体よりも約 1/200 と極めて低い．CYP3A4 基質に対
しても同様にヒト吸収性を予測するためには，CYP3A4 の発現量を高めるための細胞作製条
件の検討が今後必要である． 
 
5. 結論および展望 
本研究は，in vitro 試験系と細胞表面積が異なる小腸においても，in vitro と in vivo 試験系
で単分子輸送活性が等しいという仮定に基づき，P-gp の輸送活性を in vitro 試験系から再構
築できた．また iPS 小腸における加水分解活性，さらに受動拡散及びトランスポーターを介
した細胞透過性は，in vivo 吸収特性を反映することが示唆された．従って，本研究の知見は，
in vitro 試験からの消化管吸収予測研究に対して新たな発展をもたらすことが期待される． 
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医薬品開発において，候補化合物のヒト消化管吸収性を予測することは重要な課題の一
つである。本研究は，種々の医薬品の消化管吸収を制限する排出トランスポーターである
P-gp/mdr1a の小腸における in vivo 排出輸送活性について再構築理論を構築し、検証するこ
とを第一の目的とした。さらに，ヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞 (iPS 小腸)について，トラ
ンスポーター及び代謝酵素の活性が in vivo 吸収特性を反映するか検証することを第二の目
的とした。 
LC-MS/MS を用いた膜タンパク質絶対定量法を用いて，マウス，サル及びヒト小腸にお
いて，再構築の対象である P-gp/mdr1a を含むトランスポーター，CYP 及び UGT のタンパ
ク質発現量を測定した。その結果，排出トランスポーター (P-gp/mdr1a 及び BCRP) やグル
クロン酸抱合酵素 (UGT1A1 及び 1A6) 等の分子の発現量に種差が認められた。 
既報の血液脳関門 (BBB) における P-gp/mdr1a の輸送活性の再構築とは異なり，小腸で
は微絨毛の影響で in vivo と in vitro 試験系で単位細胞当たりの表面積に違いがある。そこ
で、細胞膜表面積当たりに換算した理論式を構築し，P-gp/mdr1a 基質薬 6 化合物を含む全
7 化合物について小腸の P-gp/mdr1a の排出輸送活性を再構築した。その結果，論文で報告
されている実測値と 2.1 倍の範囲内で一致した。 
iPS 小腸の加水分解活性が in vivo 小腸の活性を反映するか検討するために，エステル型
プロドラッグ 6 化合物について，iPS 小腸におけるプロドラッグから活性体への加水分解
活性と，これらのプロドラッグをラットに経口投与した時の血漿中活性体暴露量 (Cmax, 
AUC 及び BA) を比較した結果，両者は良好に相関した。排出トランスポーター (P-gp 及
び BCRP) の基質薬及び受動拡散を介して小腸吸収される全 14 化合物に対して iPS 小腸細
胞透過性と報告されているヒト消化管吸収率 (Fa 値) は相関したことから，受動拡散及び
トランスポーターを介して小腸吸収する薬物に関して，iPS 小腸透過性からヒト小腸吸収
性を予測できる可能性が示唆された。 
以上，本研究は小腸における P-gp の輸送活性を in vitro 試験系から再構築する方法を確
立し，さらに iPS 小腸のトランスポーター及び加水分解酵素の活性が in vivo の吸収特性を
反映することを明らかにした。本研究の成果は，ヒト in vitro 試験系を用いたヒト消化管吸
収予測研究に対して新たな知見を見出したものとして高く評価できる。 
 よって，本論文は博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
論⽂内容要旨 
表⽪ケラチノサイトにおける Thymic stromal lymphopoietin 産⽣機構に関する研究 
        瀬川 良佑 
【研究背景】 
 アトピー性⽪膚炎や乾癬は代表的な炎症性⽪膚疾患であり、根治が難しく、継続的な薬物
療法が基本となる。現在の治療としてステロイドや免疫抑制剤の軟膏および経⼝剤、さらに
抗 TNF-α 抗体等の⽣物学的製剤が⽤いられているが、これらには易感染性の誘発や⽪膚の
萎縮をはじめとする様々な副作⽤に加え、薬剤抵抗性や使⽤部位・投与量の制限、⾼額な医
療費等の問題点を持つ。そのこともあり、アトピー性⽪膚炎や乾癬は治療に対する薬剤の貢
献度は 70％ と⾼いものの、治療満⾜度が 50％ 程度となっており、さらなる治療⽅法が
求められる疾患である。 
Thymic stromal lymphopoietin (以下 TSLP) はアレルギー疾患を初めとする様々な疾患
で病態形成に寄与することが報告されている上⽪細胞を主産⽣細胞とするサイトカインで
あり、 TSLP を中⼼とした⼀連のシグナル伝達経路は新たな治療ターゲットとして期待さ
れている。アトピー性⽪膚炎に対しては患者病変部位において TSLP が⾼発現しているこ
とが報告されており、さらにアトピー性⽪膚炎の発症に重要な Th2 型の免疫応答を樹状細
胞の活性化を介して増強することが報告されている。また、乾癬患者病変部においても 
TSLP の⾼発現が確認されており、 TSLP が乾癬で重要な Th17 型の免疫応答を促進す
ることが⽰唆されている。これらのことから、 TSLP は両炎症性⽪膚疾患において治療タ
ーゲットになり得る。 
 TSLP を治療ターゲットとする際には、TSLP の産⽣経路もしくは TSLP 受容体の活性
化経路が候補となる。 TSLP 受容体の活性化経路関連では Tezepezumab という抗 
TSLP 抗体や Jak 阻害剤により既に臨床試験が進んでいる⼀⽅で、TSLP の産⽣経路関連
での創薬はまだ進んでいないのが現状である。その理由として TSLP の産⽣制御因⼦とし
て NF-κB 経路以外の詳細が明らかでないことや TSLP 産⽣制御化合物を⾒出す有⽤なス
クリーニング系がないということが考えられた。 
 そこで、本研究では炎症性⽪膚疾患において重要な表⽪ケラチノサイトからの TSLP 
産⽣制御機構の解明と創薬への応⽤について検討した。 
 
【結果】 
第 １ 章 Lipopolysaccharide (LPS) 誘発性空気嚢型炎症モデルにおける TSLP 産⽣機構
の解析 
 表⽪ケラチノサイトにおける TSLP 産⽣制御機構を解明する上で、まず現在までに⽪膚
組織における TSLP 産⽣機構が明らかとなっていない Toll like receptor 4 (TLR4) 活性化
後の TSLP 産⽣に着⽬した。 TLR4 はアレルギー性炎症の増悪化因⼦としても知られる 
グラム陰性菌細胞膜壁外膜成分 Lipopolysaccharide (LPS) により活性化されるため、 LPS 
を⽤いたマウス空気嚢型炎症モデルを利⽤して解析を⾏った。マウス空気嚢型炎症モデル
はマウスの背部⽪下に空気嚢を作成し、その中に炎症性の刺激因⼦を加えることで、⽪膚組
織から産⽣されるサイトカイン等が空気嚢内液中に貯留するため、定量的なサイトカイン
量の変化を解析するのに有⽤なモデルである。 
 LPS により空気嚢内液中の TSLP 量は投与 8 時間後をピークに有意に上昇し、また空
気嚢形成⽪膚においても TSLP mRNA 発現が上昇した。⼀⽅でマウスケラチノサイト株 
PAM212 細胞において LPS 単独では TSLP 発現が誘導されず、 LPS 誘発性空気嚢型炎
症における TSLP 産⽣は表⽪ケラチノサイトへの LPS による⼆次的な作⽤が関与するこ
とが想定された。 LPS によって空気嚢内液およびその空気嚢形成組織には好中球を主体と
する⽩⾎球浸潤がみられるため、浸潤⽩⾎球が TSLP 産⽣誘導に寄与するかを浸潤⽩⾎球
移⼊型の空気嚢型炎症モデルにより検討したところ、浸潤⽩⾎球が TSLP 産⽣に寄与する
ことが明らかとなり、さらに浸潤⽩⾎球⾃体は TSLP 産⽣誘導能が報告されているサイト
カインである TNF-α および IL-1β を産⽣していることが明らかとなった。そこで、 IL-1 
⽋損マウスおよび TNF-α/IL-1 ⽋損マウスを⽤いて LPS 誘発性空気嚢型炎症を誘発し、そ
の空気嚢内液中の TSLP 量を野⽣型マウスと⽐較したところ、IL-1 ⽋損マウスでは野⽣型
の約半分の TSLP 量を TNF-α/IL-1 ⽋損マウスでは IL-1 ⽋損マウスの約 3 分の 1 の 
TSLP 量を⽰した。このことから LPS によって活性化した浸潤⽩⾎球等から産⽣される 
TNF-α および IL-1β が本モデルにおける TSLP 産⽣に⼤きく寄与することが明らかとな
った。最後に、 PAM212 細胞を⽤いて TNF-α、 IL-1β 及び LPS の表⽪ケラチノサイトに
おける直接的な TSLP 産⽣誘導能を確認すると TNF-α のみが PAM212 細胞において単
独で TSLP 発現を誘導し、それ以外は TNF-α による TSLP 産⽣の増強に留まった。この
ことから、 TNF-α 刺激にはその他の刺激にはない TSLP 産⽣に必要なシグナル伝達機構
が存在することが⽰唆された。 
 
第 ２ 章 表⽪ケラチノサイトを⽤いた TNF-α による TSLP 発現誘導機構の解析 
 本章では、第 1 章で⽰唆された表⽪ケラチノサイトでの TNF-α によって誘発される 
TSLP 発現に特徴的なシグナル伝達機構を⾒出すことを⽬的とし、特に EGFR transactivation 
に着⽬し研究を⾏った。 EGFR transactivation は他の受容体の活性化が EGF リガンドの切
り出し等を活性化することで EGFR の活性化を誘導するシグナル伝達機構であり、 TNF-
α 刺激によっても上⽪細胞で⽣じることが⽰唆されている。 
 ヒト表⽪ケラチノサイト株 HaCaT 細胞を⽤いて TNF-α 刺激を⾏うと、 EGFR のリン
酸化が上昇し、さらに EGFR 阻害剤 AG1478 によって TNF-α 誘導性の TSLP 発現が抑制
されることを⾒出した。このことから EGFR transactivation が TNF-α 誘導性の TSLP 発現
に寄与することが初めて明らかとなった。さらに、 EGF により EGFR のみを活性化させ
た場合でも HaCaT 細胞において TSLP 発現が誘導されること、それが ERK 阻害剤であ
る U0126 により抑制されることから EGFR 単独の活性化でも TSLP 産⽣を誘導できる
こと、さらにその産⽣には ERK の活性化が必要であることを⾒出した。 
次に TNF-α 刺激から EGFR transactivation までに必要なシグナル伝達機構として、 p38 
および ADAM protease の活性化に着⽬し研究を⾏った。その結果、 p38 阻害剤 SB203580 
および pan-ADAM protease 阻害剤 Batimastat、 ADAM10/17 阻害剤 GI254023X により 
TNF-α 刺激による EGFR と ERK のリン酸化は抑制されるものの、 EGF 刺激による
EGFR と ERK のリン酸化は抑制されなかった。これらの結果から、 TNF-α による EGFR 
transactivation には p38 と ADAM protease 、特に ADAM10 もしくは ADAM17 が重
要な役割を担うことが⽰唆された。以上より、下記のようなスキームで表⽪ケラチノサイト
では TNF-α による TSLP 発現誘導が⾏われていることが⾒出された （図１）。このことに
より、 p38 や ADAM protease を介した EGFR transactivation 機構や ERK 下流の TSLP 
産⽣制御機構が創薬ターゲットとして期待されると考えられた。 
 
 
 
 
図１ 表⽪ケラチノサイトでの TNF-α による TSLP 発現機構 
 
第 3 章 恒常的 TSLP 産⽣ケラチノサイト株の同定と応⽤ 
 第 1 章、第 2 章によって NF-κB 経路以外で TSLP 産⽣に重要な経路を新たに⾒出し
たが、本章ではさらに TSLP 産⽣制御をターゲットとした創薬を発展させることができる、
恒常的 TSLP ⾼産⽣マウス表⽪ケラチノサイト株 KCMH-1 細胞を⾒出し、そのスクリー
ニング系への有⽤性評価を⽬的として研究を⾏った。 
 KCMH-1 細胞は他の上⽪細胞株 (PAM212 細胞、 HaCaT 細胞、 BEAS-2B 細胞)と⽐
べて 100 倍以上もの TSLP を無刺激下で産⽣ (約 2000 pg/ml) しており、またそれ以外
のサイトカイン (IL-6、 TNF-α、 IL-4、IFN-γ) は産⽣しておらず、 TSLP 選択的に⾼産⽣
している細胞であることを明らかとした。さらに、これまでに上⽪細胞において TSLP 産
⽣抑制効果が報告されている Dexamethasone や RXR 活性化剤 HX600 による抑制効果
も確認でき、薬学的制御可能な TSLP 産⽣機構をなしていることが⽰唆された。また、 
KCMH-1 細胞の培養上清により recombinant TSLP と同様に⾻髄由来樹状細胞において 
OX40L の発現上昇を誘導すること、それが抗 TSLP 抗体により抑制されることから⽣理
学的活性をもつ TSLP が産⽣されていることが明らかになった。これらより KCMH-1 細
胞が今後の TSLP 産⽣制御化合物探索に有⽤な細胞であることが⽰された。 
 
【まとめ】 
 以上の結果より、TSLP 産⽣制御機構として NF-κB 経路以外に新たに EGFR 
transactivation 機構を⾒出し、さらに、本研究で同定した KCMH-1 細胞は TSLP 産⽣制
御機構解明と産⽣阻害薬の開発に有⽤であることを⽰した。これらの結果は、TSLP 産⽣制
御機構を標的とした新しい創薬に⼤きく寄与すると考えている 
別紙様式（Ａ４版）
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論 文 題 目：表皮ケラチノサイトにおける Thymic stromal lymphopoietin 産生機構に 
関する研究 
Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) は上皮細胞を主産生細胞とするサイトカインで
あり、アレルギー疾患を初めとする様々な疾患で病態形成に寄与している。本研究は、上
皮細胞における TSLP 産生制御機構を in vivo ならびに in vitro で解析するとともに、TSLP
を標的とした創薬への応用について検討したものである。
第 1 章では、lipopolysaccharide (LPS) 誘発性空気嚢型炎症モデルにおける TSLP 産生
機構を解析している。LPS は in vitro では TSLP 産生を誘導しないものの、 in vivo では
TSLP の産生を誘導する。これまで、皮膚組織における TSLP 産生機構が明らかとなって
いないことから、 Toll like receptor 4 (TLR4) 活性化後の TSLP 産生機構について着目し、
LPS を用いたマウス空気嚢型炎症モデルを利用して解析した。その結果、LPS を空気嚢内
に注射すると TSLP の産生が誘導されるが、これには LPS 刺激による浸潤白血球等から産
生される TNF-α および IL-1β が大きく寄与すること、さらにマウスケラチノサイト細胞
株である PAM212 細胞を用いて、TNF-α のみが単独で TSLP 発現を誘導し、LPS ならびに
IL-1β は TNF-α による TSLP 産生の増強することを見出した。このことから、 TNF-α 刺
激にはその他の刺激にはない TSLP 産生に必要なシグナル伝達機構が存在することを示唆
した。
そこで、第 2 章では、表皮ケラチノサイトを用いた TNF-α による TSLP 発現誘導機構
の解析し、TNF-α による TSLP 産生には、p38 MAP kinase  の活性化や ADAM protease を
介した EGFR transactivation 機構に基づく ERK の活性化が関与していることを明らかにし
た。
第 3 章では、恒常的かつ選択的に TSLP を高産生ケラチノサイト株を発見し、その特性
を解析した。さらに、本細胞を用いた TSLP 産生阻害薬のスクリーニング系への有用性を
明らかにした。
以上の結果より、TSLP 産生制御機構として  NF-κB 経路以外に新たに  EGFR 
transactivation 機構を見出し、さらに、本研究で同定した KCMH-1 細胞は TSLP 産生
制御機構解明と産生阻害薬の開発に有効であることを示した。これらの結果は、TSLP 産
生制御機構を標的とした新しい抗アレルギー薬の開発に大きく寄与すると考えられる。
よって、本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。
